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Introduccion

1. Escherichia coli y las infecciones del tracto urinario

1.1. La familia Enterobacteriaceae: estructura vy

factores de virulencia de E£.coli

La familia Enterobacteriaceae, son bacilos gram-negativos de gran importancia
en la patologia infecciosa, estando implicados en diferentes sindromes clinicos. Es
el grupo de microorganismos que mds frecuentemente se aisla en los laboratorios
clinicos de microbiologia, produciendo infecciones tanto en pacientes con inmunidad
conservada como en inmunodeprimidos y son causantes de diferentes tipos de
infecciones tanto de adquisicion en la comunidad como nosocomiales (Herndndez,
Martinez-Martinez et al. 2005) (Herndndez, Pascual et al. 2003).

Figura 1.: Microfotografia de bacilos gram-negativos.
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Fuente: www.artigosbrasil.com.br

Los miembros de esta familia forman parte de la microbiota intestinal, pero
ademds, en pacientes alcohdlicos, diabéticos o ingresados en un hospital se pueden
aislar de la cavidad oral y faringe (Herndndez, Martinez-Martinez et al. 2005)

E. coli es la enterobacteria mds importante ya que es la que se halla con mds



frecuencia en el tracto digestivo y la mds descrita como causa de patologia en los
seres humanos. Se trata de un enterobacteria mévil, catalasa positiva, oxidasa
negativa, reduce el nitrato a nitrito, normalmente fermenta la lactosa, produce
indol a partir del triptofano siendo negativa la reaccion de Voges-Proskauer,
ureasa y fenilalanina desaminasa (Mandell, Bennett et al. 2005).
Estructura

La cubierta celular de las enterobacterias, al ser gram-negativas, es del tipo
didermo y esta constituida por (Figura 2):

* Membrana citoplasmdtica externa, formada por una capa de fosfolipidos
con proteinas intercaladas

» Sobre ésta se sitla una capa fina de peptidoglicano y entre ambas se
encuentra el espacio o gel peripldsmico, fambién llamado por algunos
autores periplasma.

» Por encima se sitlia la membrana externa constituida por una bicapa de
fosfolipidos intercalada con distintos componentes como el
lipopolisacdrido (LPS), lipoproteinas y porinas.

* Ademds en el caso especifico de las enterobacterias, aparecen
componentes como flagelos, fimbrias o pili y las adhesinas no fimbrias

(Mandell, Bennett et al. 2005)

Figura 2.: Estructura de la cubierta celular de bacterias gram-negativas.
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La estructura antigénica estd formada por tres clases de antigenos (Fig.3)

* Antigenos somdticos o antigenos O son cadenas de polisacdrido
procedente del LPS capsular que estdn presentes en todas las bacterias
gramnegativas; es el que le confiere especificidad seroldgica.

» Antigenos flagelares o antigenos H son proteinas que se localizan en los
flagelos.

« Capsulares o antigenos K presentes en cepas con cdpsula, constituyen
una barrera defensiva disminuyendo la capacidad de los anticuerpos para
unirse a la bacteria, son un factor de virulencia fundamental porque

impide la fagocitosis.

Figura 3.: Estructura antigénica de bacterias gramnegativas
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Factores de virulencia:
Son todas las estructuras o productos bacterianos que infervienen en el
proceso infeccioso. Las enterobacterias poseen una serie de factores de virulencia

implicados en la produccién de los diferentes sindromes clinicos, por una parte



poseen fimbrias y adhesinas imprescindibles para adherirse a las mucosas, siendo
este el primer paso para la colonizacién bacteriana, por otra parte producen
toxinas como la endotoxina o lipopolisacdrido de la pared y otras: hemolising,
citotoxinas y por ultimo poseen pldsmidos que son unidades de ADN
extracromosdémicos, intracitoplasmdticos, con capacidad de autorreplicacién y que
juegan un papel fundamental en la codificacion de informacién para su accion
patdgena (islas de patogenicidad) asi como para la resistencia a los antibiéticos

(Mandell, Bennett et al. 2005)

1.2. Infecciones del tracto urinario

Entendemos por infeccién la entrada, establecimiento y multiplicacién de
microorganismos en el interior o en la superficie de un huésped, existiendo
distintos grados de relacién entre el huésped y el microorganismo: colonizacion,
infeccion inaparente y enfermedad infecciosa. (Andréu, Alos et al. 2005)

La infeccion del tracto urinario (ITU) se caracteriza por la presencia de
microorganismos en el fracto urinario a cualquier nivel, desde el extremo distal de
la uretra hasta el cortes renal (uretra, vejiga, préstata, uréteres, pelvis renal o
rifiones), englobando diferentes entidades clinicas que requieren su catalogacién

mediante la correlacion clinica-laboratorio.

Figura 4.: Esquema de las vias de acceso de la infeccién al rifion
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E. coli accede al sistema genitourinario a través del periné desde el tubo
digestivo, fundamentalmente en las mujeres por presentar una uretra mds corta.
La via urinaria es el origen de la mayoria de las bacteriemias y su posterior
diseminacién a otros tejidos.

El término infeccidn urinaria incluye distintos sindromes como pielonefritis
aguda y crénica, cistitis y sindrome uretral agudo, los cuales afectan a diversas
estructuras de las vias urinarias, presentando diferencias en relacion a la clinica 'y
gravedad del cuadro que producen.

Las infecciones del tracto urinario son, dentro de las infecciones bacterianas,
de las mds frecuentes en el hombre, siendo los bacilos gram- negativos el grupo
taxonémico mds frecuentemente aislado, predominando Escherichia coli como
agente causal. De hecho, la infeccién de las vias genitourinarias ocupa el segundo
lugar en frecuencia, después de las infecciones del aparato respiratorio. Esta
incidencia junto a su morbilidad (pielonefritis crénica, insuficiencia renal) y
mortalidad (foco de bacteriemia y sepsis), representan un importante reto a la
hora de establecer su diagnéstico y tratamiento.

Las infecciones del tracto urinario son de gran importancia por su prevalencia.
Aproximadamente el 20% de las mujeres desarrollan una infeccién urinaria a lo
largo de su vida; es la infeccién nosocomial mds frecuente en Espafia y ocupa el
segundo lugar de las infecciones atendidas por equipos de Atencién Primaria.

Mds del 95% de las ITU son monobacterianas. Siendo £. col/i el microorganismo
mas frecuentemente implicado en la infeccién aguda y en infecciones producidas en
pacientes ambulatorios. Sin embargo en el caso de infecciones recurrentes,
especialmente en presencia de anormalidades estructurales del aparato urinario,
como son anomalias congénitas, vejiga neurogénica y obstrucciones del aparato
urinario, las especies implicadas son Proteus, Pseudomonas, Klebsiella, y
Enterobacter seguido de Enterococos y Staphylococos. En este ultimo caso son
mas frecuente las infecciones polimicrobianas y los microorganismos suelen ser

mas resistentes debido a que estos pacientes suelen ser tratados con varios ciclos



de antibidtico. Asimismo, estas especies son mas frecuentes en el ambiente
hospitalario. Otros agentes implicados en las ITU son Corynebacterium
urealyticum, que ha sido reconocido como un importante patdgeno nosocomial,
microorganismos anaerobios, levaduras del género Cdndida y Staphylococcus
saprophyticus que se asocia a ITU en mujeres jévenes sexualmente activas.
También se ha implicado en ITU a los géneros Gardnerella, Ureaplasma y
Micoplasma. Por ultimo asociadas a cdlculo renales, aparecen infecciones
producidas por nanobacterias. (Mandell, JE et al. 2005)

La distribucion epidemiolégica no es uniforme, variando su incidencia en funcién
de la edad y el sexo. En lactantes menores de 3 meses predomina en varones y
posteriormente es mds frecuente en nifias. En la edad adulta, existe una mayor
prevalencia en la mujer coincidiendo con el inicio de las relaciones sexuales. En la
vejez la incidencia de ITU aumenta en ambos sexos, aunque de manera mds
marcada en varones. (Mandell, JE et al. 2005)

Para realizar un diagndstico correcto se debe recurrir al andlisis
microbioldgico, ya que los signos y sintomas que pueden aparecer acompafiando a la
infeccidn del tracto urinario no poseen la suficiente especificidad.

Las infecciones del tracto urinario se dividen en infecciones de vias altas y
bajas. Describiéndose cuatro sindromes principalmente: uretritis, cistitis,
prostatitis y pielonefritis

En las infecciones urinarias de vias bajas, se incluyen:

1. La cistitis, infeccidn superficial de la mucosa vesical, caracterizada por
la presencia del sindrome miccional: disuria (escozor), polaquiuria
(aumento de la frecuencia, aunque no del volumen fotal) y tenesmo
(miccidn urgente), a menudo acompaiiados de dolor suprapubico, orina
maloliente y en ocasiones puede aparecer hematuria.

2. La uretritis, inflamacion de la uretra, generalmente causada por
infecciones de transmision sexual.

3. La prostatitis, inflamacién de la préstata, aguda o cronica
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4. La epididimitis, inflamacion del epididimo, generalmente secundaria a
prostatitis.

5. En las infecciones urinarias de vias altas, se incluyen los sindromes

debidos a inflamacién del parénquima renal (pielonefritis aguda o
crénica) y los procesos supurativos locales (absceso renal). La presencia
de fiebre, dolor lumbar o pufio percusion positiva indican infeccion del
rinon.

Una clasificacién de las ITU de gran utilidad desde el punto de vista clinico es
la que distingue entre complicadas y no complicadas:

Las infecciones urinarias complicadas son las que se producen en pacientes con
patologia metabdélica previa o con anomalia estructural o funcional del tracto
urinario (la presencia de cdlculos, obstruccién, anomalias anatdmicas, vejiga
neurdégena o cuerpo extrafo), el embarazo, la diabetes, el trasplante renal, la edad
avanzada, la hospitalizacién, la hipertrofia prostdtica y diversas enfermedades
metabdlicas e inmunoldgicas también pueden hacer complicada una ITU. También se
incluyen aqui las causadas por patdgenos resistentes a antibiéticos. (Mensa 2008).
Segun opiniones, la Unica infeccidn urinaria no complicada es la cistitis en la mujer
sana no embarazada.

Por dltimo, cuando se producen de forma recurrente se pueden clasificar en
recidivas y reinfecciones.

Las recidivas representan el 20% de las recurrencias, la bacteriuria es debida
al mismo germen que produjo la primera infeccidn, y suele ocurrir entre una y dos
semanas después de finalizar el tratamiento previo. Pueden ser debidas a la
persistencia del microorganismo en el tracto urinario, a un tratamiento antibiético
inadecuado o demasiado corto, a la existencia de una anomalia genitourinaria o al
acantonamiento de los gérmenes en un lugar inaccesible al antibidtico.

Las reinfecciones, son mds frecuentes que las recidivas, estdn producidas por
una bacteria distintay se producen meses después de la infeccion inicial. A veces

pueden deberse al mismo microorganismo, que persiste en vagina o intestino.
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En el diagndstico de las ITU, hay que tener en cuenta cinco puntos

fundamentales:

1.

H W DN

5.

Diagndstico clinico.

Diagnéstico de localizacidn.

Valoracion de la funcién renal.

Existencia o no de factores predisponentes a ITU (gestacidn, patologia
prostdtica, prolapso vesical, alteracién del pH vaginal, manipulacion e
instrumentalizacién de la via urinaria, hipertensidn, diabetes).

Diagndstico etioldgico (aislamiento de uropatdgeno)

El método de referencia para el diagnéstico etioldgico de las infecciones del

tracto urinario sigue siendo el cultivo cuantitativo de orina completado con el

estudio del sedimento; de tal manera que el urocultivo es una prueba

imprescindible para establecer el diagnéstico y tratamiento de una infeccidn

urinaria, pues permite aislar e identificar al agente causal de la misma y

determinar la sensibilidad a los antimicrobianos.

Los criterios mds revelantes en la eleccion de un antibiético para el

tratamiento de las ITUs, que sea fdcil para el cumplimiento terapéutico y que

presente una eliminacién urinaria elevada y mantenida (Andréu, Alos et al. 2005)

Otros aspectos a tener en cuenta son:

elevada tolerabilidad y minima toxicidad.

tasa de resistencias bacterianas bajas (<10% para primera eleccién en
tratamiento empirico).

Activo frente a los uropatdgenos habituales

De espectro reducido, con el fin de no seleccionar resistencias

Con eficacia demostrada en ensayos clinicos (no sélo in vitro).

Con buena relacién Costo-efectividad (eficiencia).

Biodisponibilidad elevada

Administracion en pauta corta o en dosis Unica.

Via de administracién parenteral/oral.

12



* Mecanismo de accion bactericida.
« De escasa biotransformacion.
En las tablas 1y 2 se relacionan los antibiéticos que suelen considerarse como
opciones de tratamiento segln el tipo de ITU: (Mandell, JE et al. 2005) (Mensa
2008)

Tabla 1.: En las infecciones de la via urinaria superior.

Pielonefrititis aguda sin |+ Cefalosporina 3 oral o im
criterios de ingreso *  Aminoglucodsido im (dosis Unica diaria)

hospitalario *  Fluoroquinolonas.

Pielonefrititis aguda con

criterios de ingreso

hospitalario:
a. Sin riesgo de + Cefalosporina 3?, aztreonam, ertapenem
infeccion por »  Aminoglucdsido im o iv (dosis Unica diaria)

microorganismos
resistentes y con
estabilidad

hemodinamica

b. con riesgo de » Carbapenemem (imipenem o meropenem)
infeccion por  Piperacilina/tazobactam
microorganismos  En caso de shock afadir un amino glucésido a
resistentes y/o cualquiera de las pautas mencionadas.
inestabilidad

hemodinamica
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Tabla 2.: En las infecciones de la via urinaria inferior.

Cistitis no complicada

Cefalosporinas de 2% o 3% generacion (3-5 dias).
Fluoroquinolonas (3-5 dias).
Amoxicilina/clavuldnico (5 dias).

Fosfomicina trometamol (Dosis Unica).

Nitrofurantoina (7 dias).

Cistitis complicada

Cefalosporinas de 2% o 3? generacién (7 dias).

Recidivas en el varén

Fluoroquinolonas.

Trimetoprim-sulfametoxazol

Reinfecciones en la mujer
posmenopdusica.

Profilaxis con dosis bajas de antibidtico o aplicacién
de cremas vaginales con estrégenos.

Si la recurrencia es sintomdtica y presenta relacion
con anomalia uroldgica que no se puede corregir se
aconseja profilaxis antibiotica durante 6-12 meses.
Fluoroquinolonas, Trimetoprim-sulfametoxazol,
Nitrofurantoina.

Bacteriuria asintfomatico
en embarazadas

Amoxicilina/clavuldnico.
Cefalosporinas de 1% generacion.
Nitrofurantoina.

Fosfomicina.

Profilaxis antibidotica en
embarazadas.

Cefalexina.

Nitrofurantoina.

2. Antibidticos betalactamicos

Los antibiéticos betalactdmicos constituyen el principal grupo de antibidticos y

el mds utilizado para el tratamiento de las infecciones humanas. En 1928 Fleming

observé el efecto inhibidor del Penicillium, un hongo filamentoso, sobre el

crecimiento de bacterias en una placa de cultivo, pero fue en la década de los 40

cuando se consigue la produccion industrial de la penicilina gracias a los estudios de
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Florey y Chain. (Joklik 1996)
Estos antibidticos presentan como estructura bdsica el anillo betalactdmico,

formado por la condensacién de alanina y beta-dimetilcisteina.

2.1. Mecanismo de accidn

Los antibidticos betalactdmicos tienen accién bactericida, actdan impidiendo la
sintesis de la pared bacteriana, inhibiendo la sintesis del peptidoglicano, que es el
componente que confiere estabilidad y rigidez a la bacteria, protegiéndola de la
rotura osmatica.

Estos antibidticos se unen a lo que se denomina genéricamente como proteinas
ligadoras de penicilinas (PBP), cuya funcidn es catalizar una serie de reacciones de
transpeptidacion y carboxipeptidacion necesarias para la sintesis del
peptidoglicano de la pared bacteriana.

Los betalactdmicos actian también activando una autolisina bacteriana

enddgena que destruye el peptidoglicano. (Marin and Gudiol 2003)

2.2. Clasificacion y estructura quimica

Esta familia de antibiéticos viene definida quimicamente por la presencia de un
anillo betalactdmico, origindndose cinco grandes grupos: penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemes, monobactames e inhibidores de las betalactamasas. (Marin and

Gudiol 2003)

2.2.1. Estructura quimica de las Penicilinas

Las penicilinas contienen un anillo betalactdmico y un anillo de tiazolidina,
formando el dcido 6-aminopenicildnico, el cual deriva de la condensacién entre una
molécula de valina y una de cisteina, dando lugar al doble anillo caracteristico.
Presentan una cadena lateral en la posicién 6, que varia de unas penicilinas a otras y

es la que define sus propiedades.
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Segln el espectro de accién las penicilinas se pueden dividir en cinco

subgrupos:

Las penicilinas de primera generacién presentan actividad frente a
bacterias gram-positivas no productoras de betalactamasas, bacterias
anaerobias y algunos cocos gram-negativos (como el meningococo)

Las penicilinas semisintéticas resistentes a penicilasas son el
tratamiento de eleccién para las infecciones debidas a bacterias del
género Staphylococcus.

El espectro de accion de las aminopenicilinas es mds amplio que el de las
penicilinas de primera generacion, actuando ademds frente a cocos
gramnegativos, enterobacterias no productoras de betalactamasas y
enterococos.

Por dltimo, las ureidopenicilinas y las carboxipenicilinas presentan buena
actividad frente a bacilos gram-negativos aerobios incluyendo

Pseudomonas aeruginosa.

2.2.2. Estructura quimica de las Cefalosporinas

La estructura de las cefalosporinas se origina de la union de un anillo

dihidrotiacinico y un anillo betalactdmico; al igual que con las penicilinas, las

modificaciones en la cadena lateral dan lugar a las diversas cefalosporinas.

Las cefalosporinas se clasifican segin su orden cronolégico de aparicién en

cuatro generaciones:

Las de primera generacién son las mds activas frente a estafilococos no
productores de betalactamasas, como por ejemplo: cefalotina,
cefazolina, cefaclor.

Las de segunda generacién amplian su espectro frente a bacterias gram-
negativas de origen comunitario, como por ejemplo la cefuroxima,
cefamandol y junto a ellas las cefamicinas como cefoxitina y cefminox

mds activas frente a los Bacteroides del grupo fragilis.
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« Las de tercera generacion son mds activas frente a bacterias gram-
negativas de adquisicion nosocomial, como por ejemplo: cefotaxima,
ceftazidima, ceftriaxona.

* Las de cuarta generacion presentan buena actividad frente a bacterias
gram-positivas, gram-negativas y Pseudomonas, como por ejemplo:

Cefepima.

2.2.3. Estructura quimica de los carbapenemes

Su estructura bdsica consiste en la unién de un anillo betalactdmico con un
anillo pirrolidinico compartiendo un nitrégeno.

Los carbapenemes son muy estables frente a betalactamasas de manera que
dentro de los antibiéticos betalactdmicos son lo que presentan el espectro mds
amplio. Los representantes de este grupo son imipenem, meropenem y ertapenem
siendo activos frente a bacterias gram-positivas, gram-negativas y anaerobias.

Imipenem es mds activo frente a bacterias gram-positivas, mientras que
ertfapenem y meropenem presentan mayor actividad frente a bacterias gram-
negativa aerobia.

Cabe destacar la falta de actividad de ertapenem frente a Pseudomonas

aeruginosa.

2.2.4. Estructura quimica de los monobactames
Los monobactdmicos contienen solo el anillo betalactdmico.
Aztreonam es el Unico representante de este grupo, siendo activo frente a
bacterias gram-negativas aerobias, incluyendo a Pseudomonas aeruginosa pero no

frente a bacterias gram-positivas ni anaerobios.

2.2.5. Estructura quimica de los inhibidores de las

betalactamasas

Dentro de los inhibidores de las betalactamasas con una estructura
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betalactdmica se encuentran el sulbactam, el dcido clavuldnico y el tazobactam. El
sulbactam es una sulfona semisintética del dcido penicildnico. El tazobactam posee
un grupo triazol en posicién 3. El dcido clavuldnico tiene un nicleo similar al dcido
penicildnico de las penicilinas pero se sustituye el atomo de azufre por uno de

oxigeno y carece de la cadena lateral acilamino en posicion 6.

2.3. Espectro antibacteriano

Los betalactdmicos son activos frente a bacterias gram-positivas, gram-
negativas y espiroquetas.

El espectro antimicrobiano de la penicilina & va desde los cocos gram-positivos
y gram-negativos hasta bacilos gram-positivos, tanto facultativos como anaerobios,
y algunos bacilos gram-negativos. La obtencién de derivados semisintéticos del
dcido 6-aminopenicildnico permitié disponer de preparados activos por via oral, los
cuales presentan mayor resistencia a las betalactamasas y mayor accién sobre
bacterias gram-negativas (aminopenicilinas, penicilinas anti-pseudomonas y
penicilinas antiestafilocdcicas). (Marin and Gudiol 2003)

Mientras que las cefalosporinas de primera generacidn son muy activas frente a
los cocos gram-positivos, las sucesivas generaciones son mds activas frente a los
bacilos gram-negativos.

Los carbapenémicos son dentro del los betalactdmicos los que presentan mayor
espectro.

El aztreonam posee una muy buena actividad frente a bacterias gram-negativas
aerobias y facultativas, pero carece de actividad frente a gram-positivos y
anaerobios.

Por dltimo, los inhibidores de las betalactamasas, presentan una elevada
afinidad frente a las betalactamasas a las que se unen de manera irreversible
protegiendo de esta manera a los betalactdmicos de su accion. Aisladamente
poseen poca actividad antibacteriana, se utilizan asociados a otro betalactdmico,

siendo su funcién fundamental permitir a éste recuperar su actividad sobre
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microorganismos que se han hecho resistentes por produccion de betalactamasas.

(Marin and Gudiol 2003)

2.4. Mecanismos de resistencia bacteriana

Las bacterias a lo largo del tiempo han producido una amplia variedad de
mecanismos de resistencia, con el fin de contrarrestar el efecto de los
antibidticos. La eficacia de los antibidticos betalactdmicos esta en continuo reto
debido a la emergencia de cepas bacterianas resistentes. (Frere 1995)

Entendemos por resistencia bacteriana la condicién microbioldgica
caracterizada por la capacidad natural o adquirida por parte de una cepa
bacteriana de permanecer refractaria a los efectos bactericidas o
bacteriostdticos de un antibidtico. (Bush, Jacoby et al. 1995). La resistencia puede
estar mediada por genes cromosémicos o material extracromosémico (DNA
plasmidico).

La resistencia cromosémica aparece por mutacién, por el contrario los
pldsmidos y ftransposones pueden ser autotransferibles entre bacterias. La
transferencia de este material genético se realiza a través de diversos
mecanismos como son la transformacion, conjugacion y transduccion. (Marin and
Gudiol 2003)

La resistencia de los bacilos gram-negativos a los antibiéticos betalactdmicos
puede ser debida a varios mecanismos, que en ocasiones se asocian:

1. Alteraciones de la permeabilidad:

La membrana externa en las bacterias gram-negativas dificulta el paso de
sustancias hidrofilicas, como los antibiéticos p-lactdmicos, los cuales necesitan los
poros proteicos (porinas) para tal fin. Generalmente por mutaciones que afectan a
las porinas, se produce una disminucion de la concentracion del antibiético en el
interior de la célula. (Marin and Gudiol 2003)

2. Produccidon de enzimas:
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Hidrélisis del antibidtico por las betalactamasas, la produccién de
betalactamasas es el mecanismo de resistencia mds importante frente a los
antibidticos betalactdmicos. (Canton, Novais et al. 2008) Son enzimas de
naturaleza proteica cuya sintesis estd controlada por un gen, bien cromosémico o
bien transferido por pldsmidos.

Las betalactamasas se unen al grupo carboxilo y rompen el enlace amidico del
anillo betalactdmico lo cual hace que se pierda la capacidad de unién a las PBP. En
las bacterias gram-negativas estas enzimas se encuentran en el espacio
peripldsmico y atacan al antibiético antes de que este alcance su receptor. (Gupta
2007) Su produccion puede ser constitutiva (se producen siempre) o inducible (sélo
en presencia de un betalactdmico). (Bush 1988) La produccién de betalactamasas
cromosémicas puede ser constitutiva (se producen siempre) o inducible (se
producen sdlo en presencia de un betalactdmico). Las betalactamasas plasmidicas
en los bacilos gram-negativos son constitutivas y su grado de produccién esta en
relacion con el nimero de copias del pldsmido. (Marin and Gudiol 2003)

Las modificaciones en la estructura de la enzima por sustitucién de aminodcidos
presenta una fuerte correlacién con cambios en su funcién; (Du Bois, Marriott et
al. 1995) asimismo, estudios cristalogrdficos demuestran que la estructura de
algunas betalactamasas presenta una gran similitud con las PBP. (Frere 1995)

3. Altferaciones en el lugar de accién

Como los betalactdmicos deben unirse a las PBP para ejercer su accién cualquier
alteracién a este nivel reduce la afinidad del antibiético por su diana.
4. Expresion de bombas de eliminacion activa:

Son bombas de flujo que bombean al antimicrobiano al exterior.

Como ya hemos comentado, el mecanismo de resistencia mds frecuente es la
produccion de betalactamasas tanto de codificacion cromosémica como plasmidica.

Este problema, en un principio, fue solventado clinicamente por la introduccién
de nuevos betalactdmicos con cadenas laterales que protegiesen el anillo

betalactdmico: cefamicinas, cefalosporinas de tercera generacion y monobactames
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por la utilizacion de combinaciones de los betalactdmicos existentes con lo nuevos
inhibidores de betalactamasas.

Pero las bacterias rdpidamente adquirieron resistencia a estos antibiéticos por
los siguientes mecanismos:

« Algunas especies por hiperproduccién de enzimas, cefalosporinasas
inducibles de clase C, que ademds, pueden dar lugar a mutantes con
desrepresion estable de su sintesis.

 Hiperproduccién de betalactamasas cldsicas.

* Aparicion de nuevas betalactamasas, codificadas por pldsmidos,
mutantes de las tipo TEM y SHV, ahora capaces de hidrolizar las
cefalosporinas de terceray cuarta generacién: BLEE

» Produccion de cefamicinasas mediada por pldsmidos.

» Produccion de betalactamasas resistentes a la accién de los inhibidores:
IRT

El mecanismo de resistencia a los inhibidores de betalactamasas y sus
combinaciones comerciales (amoxicilina-clavuldnico, ampicilina-sulbactam,
ticarcilina-clavuldnico, cefoperazona-sulbactam y piperacilina-tazobactam) puede
ser debido a diferentes mecanismos, como son la produccién de betalactamasas
cromosémicas como en el caso de AmpC de Enterobacter, Citrobacter, Serratia,
Morganella 'y  Pseudomonas aeruginosa o metalo betalactamasas de
Stenotrophomonas maltophilia (Bush 1988) que son resistentes a la accién de los
inhibidores. En otros casos la hiperproduccion de betalactamasas como por
ejemplo AmpC en E.coli o SHV-1 en K pneumoniae puede reducir la accién de los
inhibidores (Livermore 1995) La hiperproduccion de betalactamasas TEM-1y SHV-
1 puede producir también una disminucion de la sensibilidad a la accién de los
inhibidores. (Wu, Shannon et al. 1995) (Miro, del Cuerpo et al. 1998). Por ultimo, la
presencia simultanea de BLEE y betalactamasas de amplio espectro reduce la

susceptibilidad frente a los inhibidores. (Livermore 1995)
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3.Betalactamasas

3.1. Generalidades

Las betalactamasas o penicilin amido-beta-lactamhidrolasas (EC 3.5.2.6) han
sido definidas por el Nomenclature Committee of the Internacional Union of
Biochemistry como “enzimas que hidrolizan amidas, amiditas y otras uniones C-N"
(Feb 1993)

Estas enzimas estdn ampliamente distribuidas en bacterias tanto gram-
positivas como gram-negativas, constituyendo el mecanismo mas comdn de
resistencia en contra de los antibiéticos betalactdmicos (Ambler 1980; Collatz,
Labia et al. 1990)

Las betalactamasas son la mayor defensa de las bacterias gram-negativas
frente a los antibidticos betalactdmicos. Son enzimas responsables de la mayor
parte de los fracasos terapéuticos debido a que hidrolizan el anillo betalactdmico
inactivdndolo (Bush 1989). En las bacterias gram-negativas, las betalactamasas
plasmidicas son constitutivas y su grado de produccién estd en relacion con el
ndmero de copias del pldsmido, mientras que las betalactamasas cromosdmicas,
pueden ser constitutivas o inducibles (Jacoby and Mufoz-Price 2005) (Marin and

Gudiol 2003)

3.2. Clasificacion de las betalactamasas

Tanto la clasificacién como la nomenclatura de las betalactamasas constituyen
un problema, debido a que cuando se introducia en la prdctica clinica un nuevo
antibiotico betalactdmico aparecia, prdcticamente al tiempo, una nueva
betalactamasa que lo hidrolizaba, de manera que ha aumentado enormemente su
nimero lo que requeria y requiere nuevas clasificaciones y constantes
actualizaciones. (Bush 1989)

Es por ello que hayan sido propuestos numerosos esquemas de clasificacién de

estas enzimas. El primero de ellos fue clasificarlas en penicilinasas y
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cefalosporinasas que hidrolizan penicilinas y cefalosporinas respectivamente. Mds
adelante, estas enzimas han sido clasificadas de acuerdo a su perfil de sustrato,
punto isoeléctrico, peso molecular, reaccién con los inhibidores y otros criterios
bioquimicos, asi como por su origen cromosémico o plasmidico. (Heritage, M'Zali et

al. 1999) (Jaurin and Grundstrom 1981) (Medeiros, Cohenford et al. 1985)

3.2.1. Antecedentes historicos

Fue en 1940 cuando se descubrié la primera betalactamasa por Abraham vy
Chain. El primer esquema funcional que fue aceptado fue en 1968 realizado por
Sawai y cols los cuales describen penicilinazas, cefalosporinasas y de amplio
espectro. Mitsuhasshi e Inoue afiaden en 1981 el término cefuroximasa. En 1973,
Richmond y Sykes realizaron una revision meticulosa de la literatura sobre
betalactamasas, presentaron un esquema de clasificacion para las betalactamasas
de bacterias gram-negativas, clasificando estas enzimas en cinco grupos basdndose
en el perfil de sustrato. Tres afios mas tarde (1976) Sykes y Matthew amplian este
esquema teniendo en cuenta el punto isoeléctrico como criterio para clasificar las
betalactamasas.

En 1980 Ambler clasifico las betalactamasas en funcion de su estructura
molecular en cuatro clases (de la A la D). Asimismo indica que las betalactamasas
de las clases A, C y D tienen en su centro activo serina mientras la clase B son
metaloenzimas. (Ambler 1980).

Finalmente, Bush en 1989 (Bush 1989), en un esfuerzo por actualizar la
clasificacién de las betalactamasas, propone una modificacion del esquema de
Richmond y Sykes, intentando relacionar el sustrato y los perfiles de inhibicién con
la estructura molecular lo que ha constituido la base de la clasificacién actual

publicada en 1995 por Bush, Jacoby y Medeiros.

3.2.2.Clasificacion molecular de Ambler (Ambler 1980)

En base a su estructura primaria han sido propuestas cuatro clases moleculares
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(de la A la D) es la clasificacién molecular de Ambler. La clase A (serin-

penicilinasas), clase B (metaloenzimas), clase C (serin-cefalosporinasas) y clase D
(serin-oxacilinasas). La clasificacion molecular reconoce tres clases de serin-
enzimas y una de metaloenzimas.
e Clase A

Estas enzimas se encuentran tanto en bacterias gram-positivas como gram-
negativas. Puedes ser de origen cromosomico o plasmidico. Estudios
cristalogrdficos han demostrado que la estructura de la proteina es homologa.
(Ambler, Coulson et al. 1991). El peso molecular de estas enzimas es alrededor de
25,000 daltons.
e ClaseC

A este grupo pertenece la enzima ampC, la cual es una serin-cefalosporinasa
con una estructura diferente a las serin-penicilinasas y serin-D-alanina
carboxipeptidasas. Son proteinas de gran ftamafio, el peso molecular de estas
enzimas es alrededor de 39,000 daltons (Jaurin and Grundstrom 1981) Estas
enzimas  confieren  resistencia a las  oximinocefaloporinas, 7-a-
metoxicefalosporinas y no son afectadas por los inhibidores. (Gupta 2007) que
ademds de la serina contienen en el centro activo DD-
transpeptidasas/carboxypeptidasas (conocida como penicilin-binding proteins
PBPs).
e Clase D

A este grupo pertenecen las serin-oxacilinasas especialmente activas frente a
oxacilina. Oullette y cols demostraron en 1987 la relacion entre la betalactamasa
OXA-1y otras secuencias de betalactamasas. (Ouellette, Bissonnette et al. 1987)
El peso molecular de estas enzimas es alrededor de 30,000 daltons. (Frere, Galleni
et al. 2005).
e Clase B

Estas enzimas difieren de las otras betalactamasas en que usan el ion zinc, para

unir el residuo histidina o cisteina con el grupo carboxilo de la union amida de la
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mayoria de las penicilinas, cefalosporinas y carbapenemas. (Gupta 2007)

La segunda gran familia, la B, es mds heterogénea, y en ella se distinguen tres
grupos diferentes de metalo- betalactamasas, B1, B2 y B3. Bl y B3 englobarian
enzimas con amplio espectro de accién que actuarian frente a la mayoria de los
betalactdmicos excepto monobactdmicos, mientras que B2 son Carbapenemasas las
cuales presentan poca accion frente a penicilinas y cefalosporinas. Mientras que Bl
y B3 presentan su mdxima actividad cuando tienen dos dtomos de Zn; B2 se
inactiva cuando incorpora otro dtomo de Zn. (Frere, Galleni et al. 2005)

De acuerdo con la revisiéon de Frére y cols, (Frere, Galleni et al. 2005) la
clasificacién de Ambler estd bien establecida y se puede mantener con unas
observaciones. Las betalactamasas se pueden englobar en dos superfamilias: en la
primera estarian incluidas la serin- betalactamasas, a este grupo pertenecen las
clases A, Cy D, siendo las clases A, C las mds comunes. La otra superfamilia es la
clase B que a su vez tendrd tres subfamilias de metaloenzimas: B1, B2 y B3. En la
figura 5 se puede ver un diagrama de la clasificacién de Ambler y el esquema

propuesto por Frére.
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Figura 5.: Clasificacién molecular de Ambler
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Fuente: (Frere, Galleni et al. 2005)

3.2.3.Clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros (Bush, Jacoby et al.
1995)
Las betalactamasas se pueden clasificar sobre la base de su espectro de accion
y respuesta a los inhibidores en un gran nimero de grupos funcionales es la

clasificacién funcional de Bush, Jacoby y Medeiros. Esta clasificacion es la mas

til pues supone mas ayuda para el medico o microbidlogo en su diagnostico de
laboratorio debido a que considera los inhibidores de betalactamasas y los
sustratos de los betalactdmicos. En la tabla 3 se representa un esquema de esta

clasificacién.
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Tabla 3.: Clasificacién de las betalactamasas de Bush, Jacoby y Medeiros

Grupo Clase Sustrato preferido| Inhibido Enzimas representativas
funcional | estructural A/C EDTA
1 C Cefalotina - - AmpC cefamicinasas

2a A Penicilinas + - Penicilinasas GP

2b A Penicilinas + - TEM-1,TEM-2,5HV-1
Cefalosporinas

2be A Penicilinas, + - TEM-3,TEM-135, SHV-2, SHV-57, K1
Cefalosporinas de
amplio y extendido
espectro,
monobactdmicos

2br A Penicilinas +/- - IRT-1(TEM-30),IRT-28 (TEM-41)

2c A Penicilinas + - PSE,CARB
Carbenicilina

2d D Penicilinas cloxacilina +/- - OXA

2e A Cefalosporinas + - P.vulgaris

2f A Penicilinas + - Sme, IMI, GES, KPC
Cefalosporinas
Carbapenemas

3a,3b,3c, B La mayoria de p- - + L1, IMP, VIM
lactamicos
carbapenemas
4 Penicilinas - v Penicilinasa de B.cepacia.

Fuente: (Bush, Jacoby et al. 1995)

* Grupol

Las enzimas de este grupo se correlacionan con la clase molecular C.

Pertenecen a este grupo cefalosporinasas que no son inhibidas por el dcido
clavuldnico o sulbactam, pero son inhibidas por el aztreonam y cloxacilina. Su peso
molecular suele ser superior a 30,000 daltons y su punto isoeléctrico es bdsico. La
mayor parte de ellas son de origen cromosémico e hidrolizan fundamentalmente a
cefaloridina y cefalotina.
* Grupo 2

Son penicilinasas, cefalosporinasas y betalactamasas de amplio espectro que
son sensibles a la accién de los inhibidores de betalactamasa y se correlacionan con
las clases A o D de la clasificacion molecular de Ambler. En este grupo se incluyen
varios subgrupos debido a la alta diversidad de sustratos encontrados.

0 Grupo 2a

Son penicilinasas que se encuentran fundamentalmente en bacterias gram-
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positivas. Pertenecen a la clase molecular A.
0 Grupo2b
Estas betalactamasas son de amplio espectro actuando sobre penicilinas y
cefalosporinas y son inhibidas por el dcido clavuldnico. Pertenecen a la clase
molecular A y son de origen plasmidico. Las enzimas TEM-1 TEM-2 y SHV-1
pertenecen a este grupo.
0 Grupo 2be
A este grupo pertenecen las BLEE, betalactamasas que son capaces de
hidrolizar antibioticos p-lactamicos de espectro extendido y son fuertemente
inhibidas por el dcido clavuldnico como por ejemplo TEM-3, CAZ-1, SHV-2, SHV-3y
betalactamasa cromosdmica K1 debido a su accién sobre el aztreonam.
Estructuralmente derivan del grupo 2b y son de espectro extendido (e).
0 Grupo 2br
Dentro de este grupo se encuentran las enzimas mediadas por pldsmidos con
accion disminuida frente a amino-, carboxy- y ureido-penicilinas. Derivan de TEM-1
y TEM-2 y son las denominadas IRT (Inhibitor- resistant TEM).
Se encontraron inicialmente en £.co/i pero en la actualidad se han informado
casos en otras Enterobacterias (Chaibi, Farzaneh et al. 1996)
0 Grupo 2¢
Son carbenicilinasas que presentan mayor accién sobre penicilinas que sobre
cefalosporinas, son sensibles a la accion del dcido clavuldnico, con punto
isoeléctrico neutro y pertenecen a la clase molecular A. En este grupo se
encuentran las betalactamasas PSE-1, PSE-3, PSE-4, CARB-3 y CARB-4 presentes
en P. aeruginosa, AER-1 en Aeromonas hydrophila, BRO-1 en P. mirabilis y B.
catarrhalis.
0 Grupo2d
Este grupo incluye betalactamasas que hidrolizan cloxacilina y son generalmente
inhibidas por el dcido clavuldnico. Son oxacilinasas con punto isoeléctrico que oscila

en el rango de 6.1-7.7 y pertenecen a la clase molecular D. Pertenecen a este grupo
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OXA-1, OXA-4 y OXA-7 muy frecuentes en £ coli y PSE-2 en P. aeruginosa.
(Huovinen, Huovinen et al. 1988) (Medeiros, Cohenford et al. 1985). De este grupo
se puede separar el siguiente
0 Grupo 2de
Pertenecen a este grupo oxacilinasas de espectro extendido de clase D, con
inhibicién moderada por el dcido clavuldnico. Se han descrito en P.aeruginosa y
Acinetobacter baumannii. (Vila, Navia et al. 1997)
0 Grupo 2e
Pertenecen a este grupo cefalosporinasas que son inhibidas por bajas
concentraciones de dcido clavuldnico lo que las diferencia de las betalactamasas
del grupo 1, como por ejemplo cefalosporinasas inducible en Proteus descritas por
Sawai y cols (Sawai, Kanno et al. 1982), la cefalosporinasa L2 de P. maltophilia
descrita por Saino y cols (Saino, Inoue et al. 1984) y la cefalosporinasa FEC-1
descrita en E.coli' y Proteus. (Bush 1989)
o Grupo 2f
Son serin-Carbapenemasas que son inhibidas débilmente por el dcido clavuldnico
pero no por el EDTA.
e Grupo 3
Son metalo-betalactamasas que hidrolizan penicilinas, cefalosporinas, y
carbapenemes. Son pobremente inhibidas por los inhibidores cldsicos excepto
EDTA y p-cloromercuribenzoato (pCMB). Son las Unicas betalactamasas que
pertenecen a la clase B. En este grupo esta incluida la betalactamasa L1 de P
maltophilia con fuerte accidn hidrolitica frente a Imipenem y la betalactamasa IT
de Bacillus cerus
e Grupo 4
Son penicilinasas que no son inhibidas por el dcido clavuldnico. Hasta el
momento no se han podido englobar en ninguna clase molecular.

En la tabla 4 podemos ver la interrelacién entre estas dos clasificaciones.
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Tabla 4.: Interrelaciones entre las dos principales clasificaciones.

Clasificacion de

6rupos funcionales

Clasificacion de

Principales

Bush-Jacoby- Ambler caracteristicas
Medeiros
Normalmente
cromosémicas.
Resistentes a la
mayoria de
Grupo ,1 - C be‘ral?:c‘rémicos
Cefalosporinasas
excepto
carbapenemas.
No inhibidos por el
dc.clavuldnico
2a A Penicilinasas
estafilococicas.
2b A Amplio espectro
TEM-1,TEM-2,SHV-1
2be A Espectro extendido
TEM-3-160, SHV-2-
Grupo 2 2br A 101.
Penicilinasas 2c A IRT
(Inhibidas por dc. 2e A Carbenicilinasas
clavulanico) Cefalosporinasas
2f A inhibidas por
clavuldnico
2d D Carbepenemasas
inhibidas por
clavuldnico
OXA
Grupo 3 3¢ B (metaloenzimas) Zinc-dependientes.
Carbapenemasas
metalo 3 B
betalactamasas
3c B

Grupo 4

No clasificada

La mayoria de ellas
no estdn
secuenciadas.

Fuente: (Pérez, Endimiani et al. 2007)
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3.3. Produccién de betalactamasas

Los genes que codifican estas enzimas pueden encontrarse en el cromosoma de
la bacteria o en segmentos de DNA extracromosdomico, denominados pldsmidos los
cuales son los responsables de la diseminacién de la mayor parte de las
betalactamasas. Los genes que codifican algunas betalactamasas son
transportados por transposones y muchos genes son encontrados en integrones,
los cuales a menudo incluyen genes que confieren resistencia a otros antibidticos.
(Jacoby and Mufioz-Price 2005). Las principales betalactamasas responsables de
la resistencia en los bacilos gram-negativos son la betalactamasa inducible AmpC
(clase C) y las betalactamasas plasmidicas de amplio espectro y de espectro

extendido (BLEE -clase A). (Levison 2002)

3.3.1. Betalactamasas cromosdmicas

Muchas bacterias gram-negativas poseen betalactamasas cromosémicas que
podrian derivar de las penicillin binding proteins (PBP) con las que comparte alguna
homologia. Su origen seria debido a la presién selectiva ejercida por los
betalactdmicos sobre microorganismos del suelo encontrados en el ambiente.
(6Gupta 2007)

Todas las enterobacterias excepto Salmonella spp. poseen una betalactamasa
cromosdmica la cual juega un papel importante tanto en la sintesis de la pared
celular  como en la proteccion de la bacteria frente a los antibidticos
betalactdmicos y ademds es responsable de la resistencia intrinseca dentro de
cada especie. (Susic 2004)

Las betalactamasas cromosémicas pueden ser de produccion constitutiva (alto
o bajo nivel) o inducible. (Livermore 1995)

Algunos microorganismos poseen betalactamasas antes del uso de los
antibioticos como AmpC de enterobacterias. La razon de ello podria ser que estas

enzimas juegan un papel importante en la sintesis del peptidoglicano o bien
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defienden a la bacteria frente a otras bacterias y hongos. (Jacoby and Mufioz-
Price 2005)

E. coli posee una betalactamasa AmpC constitutiva de bajo nivel la cual no
contribuye a la resistencia frente a los antibioticos betalactdmicos. Por el
contrario, P. aeruginosa y otras enterobacterias principalmente £ aerdgenes
presentan una betalactamasa AmpC inducible. La produccién de AmpC en ausencia
del antibiotico inductor se mantiene en un estado reprimido y prdcticamente no se
produce debido a la accion de los genes reguladores (ampR, ampD, ampE, ampG).

En presencia del antibiético inductor estos mismos genes permiten la
expresion de la enzima, lo que se denomina estado “desreprimido reversible”.
Puede suceder que mutaciones en los genes reguladores provoquen la expresion de
grandes cantidades de la enzima constitutiva es el denominado estado
"desreprimido estable”, estos mutantes son resistentes a cefalosporinas de
tercera generacidén, aztreonam, cefamicinas, penicilinas de amplio espectro e

inhibidores de p-lactamasas. (Levison 2002)

3.3.2. Betalactamasas plasmidicas

En general las betalactamasas plasmidicas son diferentes a las betalactamasas
cromosdmicas, pero en algunos casos existe un solapamiento, como por ejemplo en
el caso de SHV-1 que normalmente es una betalactamasa plasmidica pero en K
pneumoniae es cromosémica. (Matthew, Hedges et al. 1979) (Jacoby and Mufioz-
Price 2005) y la AmpC que puede presentarse en plasmidos.

Las betalactamasas plasmidicas incluyen las betalactamasas de amplio
espectro, las betalactamasas de espectro extendido (que se desarrollan en el
punto 3.4), las betalactamasas resistentes a los inhibidores, las cefamicinasas

AmpC y las Carbapenemasas.

3.3.2.1. Betalactamasas de amplio espectro

Dentro de este grupo estdn incluidas TEM-1, TEM-2, SHV-1y las de tipo OXA.
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Las betalactamasas TEM-1, TEM-2 y SHV-1 pertenecen a la clase molecular A y
son inhibidas por el dcido clavuldnico. Presentan actividad frente a
bencilpenicilinas, amino-, carboxi y ureido-penicilinas y cefalosporinas de espectro
reducido (cefazolina, cefalotina, cefuroxima, cefamandol). Ninguna de estas
betalactamasas hidroliza cefalosporinas de tercera generacion, cefamicinas,
monobactams o carbapenemas. (Jacoby and Munoz-Price 2005) (Heritage, M'Zali
et al. 1999)

TEM-1 es la primera betalactamasa plasmidica descrita en 1965 en una cepa de
E.coli de un paciente en Atenas. En cuanto a la nomenclatura de las betalactamasas
el origen de TEM deriva del nombre de la paciente llamada Temoniera donde se
aislé por primera vez esta betalactamasa; Es capaz de hidrolizar penicilinas (mas
del 75% de las cepas de E.coli presentan el fenotipo de resistencia a penicilinas
por produccion de TEM-1) y cefalosporinas, proporcionando resistencia a la
bacteria frente a estos antibidticos; por el contrario presenta una actividad
insignificante frente a las cefalosporinas de espectro extendido y es inhibida por
el dcido clavuldnico. (Palzkill and Botstein 1992) (Paterson and Bonomo 2005)

La betalactamasa TEM-2 tiene el mismo perfil hidrolitico que TEM-1,
presentando una mayor actividad innata excepto frente a meticilina y cefazolina.
Ambas enzimas difieren en un aminodcido en la posicién 39 Glu-39—Lys (Chaibi,
Farzaneh et al. 1996). Asimismo, tienen diferente punto isoeléctrico (5.6
comparado con 5.4). TEM-13 presenta también el mismo perfil hidrolitico.
(Jacoby and Medeiros 1991) (Paterson and Bonomo 2005)

La betalactamasa SHV-1 (SHV se refiere a la variable sulfhidrica) fue
inicialmente descrita en el genero Klebsiella como Pp-lactamasa cromosémica.
Estudios posteriores demostraron que esta enzima es idéntica a PIT-2 enzima
codificada por pldsmidos y transportada en transposones.

LEN-1 es una betalactamasa cromosémica encontrada en cepas de
K pneumoniae. Estudios genéticos demuestran las similitudes entre el gen blasHv-1,

el gen blaen-1 y el gen blaorro1. El andlisis de la secuencias de aminodcidos
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demuestran que SHV-1 comparte un 91.8% de similitud con OHIO-1, un 88.9% con
LEN-1y un 63.7% con TEM-1. Los perfiles bioquimicos y la cinética enzimatico son
muy similares entre estos tres enzimas. (Heritage, M'Zali et al. 1999)

Las betalactamasas pertenecientes a la familia OXA hidrolizan cefalosporinas
de espectro reducido, cloxacilina, meticilina y oxacilina. Son débilmente inhibidas
por el dcido clavuldnico y pertenecen a la clase D. (Jacoby and Mufioz-Price 2005)
Originalmente las BLEE tipo OXA fueron descubiertas en cepas de Pseudomonas
aeruginosa. (Weldhagen, Poirel et al. 2003) pero en la actualidad se pueden
encontrar en Enterobacterias como OXA-1 que ha sido encontrada en un 1-10% de
los aislamientos de £.coli. (Livermore 1995)

Las betalactamasas tipo OXA fueron originalmente consideradas como un
grupo fenotipico mas que genotipico ya que algunas de ellas presentaban un perfil
hidrolitico especifico. De manera que solo existe entre algunos miembros de la

familia un 20% de homologia (Bradford 2001)

3.3.2.2. IRT

Estas enzimas derivan de las betalactamasas cldsicas y se caracterizan por
conferir resistencia a amino-, carboxi- y ureidopenicilinas, son insensibles a la
accion de los inhibidores de betalactamasa, y no tienen actividad sobre el resto de
betalactdmicos. Se han denominado IRT (inhibitor-resistent TEM) porque en su
mayoria derivan de TEM-1y TEM-2, aunque también se han descrito derivadas de
SHV-1. (Chaibi, Sirot et al. 1999)

La mayoria de los aislamientos presentan escasa sensibilidad a cefalosporinas
de amplio espectro, cefamicinas y carbapenemas, asi como frente a piperacilina-
tazobactam. Son resistentes a ampicilina-sulbactam y presentan una resistencia
infermedia o son resistentes a amoxicilina-clavuldnico. (Chaibi, Farzaneh et al.
1996) (Cantdn, Novais et al. 2008)

Sustituciones aminoacidicas en las betalactamasas originales son las

responsables de los perfiles de resistencia siendo las mas importantes las
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sustituciones en la posiciones Met69, Arg244, Asn276 y Leu275 de TEM-1y TEM-
2 (Chaibi, Sirot et al. 1999) (Knox 1995)

Uno de los aspectos mas interesante en la evolucion de las IRT es la aparicién
de las mutaciones en el gen blatem que afectan a las cefalosporinas de espectro
extendido y a los inhibidores de betalactamasas.

No hay que olvidar que las oxacilinasas (como la OXA-1), producen un fenotipo

indistinguible del de las IRT.

3.3.2.3. Cefamicinasas plasmidicas de clase C

Las cepas productoras de betalactamasas plasmidicas de espectro extendido
tradicionales no confieren resistencia a las cefamicinas. En los dltimos afios, sin
embargo, se han descrito betalactamasas plasmidicas que confieren resistencia no
solo a cefalosporinas de tercera generacion sino también a cefamicinas, por lo que
se conocen como cefamicinasas plasmidicas. La mayor parte de estas enzimas se
han descrito en K. pneumoniae, aunque también se han identificado en £ coliy en
Achromobacter sp., Citrobacter freundii, Enterobacter spp. (Livermore 1995)
(Philippon, Arlet et al. 2002)

Este tipo de enzimas suelen tener un pI bdsico, incluso superior a 10, y
confieren resistencia a cefamicinas y cefalosporinas (incluidas las de tercera
generacion), pero ho a carbapenemes. No se inhiben por dcido clavuldnico pero si
por aztreonam, excepto FEC-1 y MOX-1 que constituyen una excepcién (Livermore
1995)

La nomenclatura de estas enzimas es en funcién de su perfil de resistencia a
cefamicinas (CMY), cefoxitina (FOX), moxalactam (MOX), latamoxef (LAT); el
lugar donde se descubrié Hospital Miriam en Providence (MIR-1) o el nombre del
paciente donde se aislé por primera vez BIL-1. (Philippon, Arlet et al. 2002)

En 1976, Bobroswski y cols describen una betalactamasas mediada por
pldsmidos en una cepa de Proteus mirabilis la cual es indistinguible de AmpC en

E.coli. Desafortunadamente el plasmido original se perdié (Bobrowski, Matthew et
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al. 1976) En 1982, Levesque y cols informaron una cefalosporinasa aislada en
Achromobacter spp. (Levesque and Roy 1982). Un afio mds tarde, Knothe y cols
informan de la transferencia de la resistencia a cefoxitina entre algunas especies
de Enterobacterias pero no realizan estudios bioquimicos o moleculares. (Knothe,
Shah et al. 1983). En 1989, Baurernfeind y cols también describen la posible
transferencia de resistencia a cefoxitina y cefotetan entre especies de
Enterobacterias. (Bauernfeind, Chong et al. 1989) . La primera prueba de la
existencia de una betalactamasa plasmidica de clase C fue aportada por
Papanicolau y cols, los cuales describieron la transmisiéon de resistencia a
cefamicinas mediada por una enzima denominada MIR-1, que presenta propiedades
bioquimicas de betalactamasa clase 1y el gen que codifica esta enzima presenta
una analogia de un 90% con el gen AmpC de £. cloacae. (Papanicolaou, Medeiros et
al. 1990)

Desde entonces hasta ahora se han descrito numerosas betalactamasas
plasmidicas AmpC en aislamientos MIR-1 en Estados Unidos, CMY-2 en Corea del
Sur, BIL-1 en Pakistdn, FOX-1 en Argentina, LAT-1 en Grecia, FEC-1, MOX-1 en
Japon y CMY-3 en el Reino Unido. (Livermore 1995) , DHA-1 en Arabia Saudita
(Barnaud, Arlet et al. 1998). Las representantes mejor caracterizadas son MIR-1,
MOX-1, CMY-1, CMY-2, BIL-1,LAT-1y FOX-1.

En algunos casos se conocen la secuencia de nucledtidos de los genes que
controlan la produccion de estas enzimas. Barnaud y cols secuenciaron la
betalactamasa DHA-1 y demostraron una alta similitud con la cefalosporinasa
cromosémica de Morganella morganii, la secuencia de nucledtidos en el gen AmpC y
su gen regulador AmpR es muy similar a la regién AmpC-AmpR en un 97-98% de
Morganella morganii. (Barnaud, Arlet et al. 1998). En el aiio 2001, Fortineau y cols
describen una nueva cefalosporinasa inducible DHA-2 en K pneumoniae (Fortineau,
Poirel et al. 2001)

En la actualidad disponemos de test fenotipicos que permiten diferenciar las

betalactamasas AmpC plasmidicas de las cromosdémicas. (Mirelis, Rivera et al.
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2006)

3.3.2.4. Carbapenemasas

Los carbapenemes, son el grupo de antibiéticos betalactdmicos mds estables a
la hidrdlisis por las betalactamasas. Dentro de este grupo se encuentran imipenem,
meropenem y ertapenem. Son resistentes a la accion de la mayoria de las enzimas,
incluso a AmpC y betalactamasas plasmidicas de espectro extendido de tipo TEM,
SHV, CTX-M y OXA.

Las Carbapenemasas son activas frente a las oximino-cefalosporinas,
cefamicinas y carbapenemes. (Nordmann and Poirel 2002) La primera
carbapenemasa conocida fue descrita en Bacillus cereus (betalactamasa II).
Posteriormente se describio en Stenotrophomonas maltophilia, Chryseobacteriun
odoratum, Legionella gormanii'y Bacteroides fragilis.

Recientemente se han identificaciéon y caracterizacién Carbapenemasas
plasmidicas en Pseudomonas aeruginosa, en diferentes especies de
Enterobacteriaceae y en Acinetobacter lo que ha generado un mayor interés por
su estudio y puede suponer un nuevo reto para la antibioterapia.

La resistencia a los carbapenemes no solo es debida a la produccién de
Carbapenemasas, ya que existen otros mecanismos que pueden afectar a su
actividad, como son: pérdida de porinas especificas, bombeo o expulsion del
antibidtico y modificaciones en las proteinas fijadoras de penicilina (PBP). (Poirel,
Heritier et al. 2004)

Atendiendo a la clasificacion molecular de Ambler, las Carbapenemasas pueden
clasificarse en tres grupos: clase A, clase By clase D:

» Carbapenemasas clase A

Pertenecen al grupo 2f de la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros. Son
inhibidas débilmente por el dcido clavuldnico pero no por el EDTA. (Bush, Jacoby
et al. 1995)

Puede ser de produccion cromosémica (NMC-A, Sme-1, Sme-3 y IMI-1) en
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Enterobacter cloacae y Serratia marcensces, o codificadas por pldsmidos, como
KPC-1 en K. pneunmoniae y GES-2 en Pseudomonas aeruginosa. (Nordmann and
Poirel 2002)

Los primeros aislamientos se produjeron en Japén en 1990 tanto en especies
de Enterobacterias como en Pseudomonas'y Acinetobacter. Mas tarde han sido
informados aislamientos en otras partes del mundo como Europa, Canadd y Brasil
(Jacoby and Mufioz-Price 2005)

En la actualidad se ha informado un aislamiento en Enterobacter asburiae con
IMI-2 la primera carbapenemasa codificada por pldsmidos e inducible. (Aubron,
Poirel et al. 2005)

» Carbapenemasas clase B

Son las Carbapenemasas mds significativas desde el punto de vista clinico.
Pertenecen al grupo 3 de la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros, son
metaloenzimas, requieren zinc para su actuacion y son generalmente de naturaleza
cromosdmica, aunque recientemente se han asociados a pldsmidos conjugativos e
integrones. (Toleman, Rolston et al. 2004)

Son inhibidas por EDTA, pero no por dcido clavuldnico. Estas enzimas
hidrolizan a las penicilinas,  cefalosporinas y  cefamicinas pero no al
aztreonam.(Livermore 1995)

» Carbapenemasas clase D

A este grupo pertenecen algunas p-lactamasas tipo OXA que presentan una
débil actividad carbapenemasa. (Poirel, Heritier et al. 2004) (Jacoby and Bush
2005)

Han sido descritas en Acinetobacter baumannii disminuyen la sensibilidad a

imipenem y meropenem (Nordmann and Poirel 2002).

3.4. Betalactamasas de espectro extendido

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas que hidrolizan a

las cefalosporinas de espectro extendido que contienen una cadena lateral
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oximino; entre las que estdn incluidas la ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima y
también el aztreonam. No actlian sobre cefamicinas ni carbapenemes. Son
inhibidas por el dcido clavuldnico u otros inhibidores de betalactamasas como el
sulbactam o tazobactam. (Patterson 2003).

Las BLEE han emergido en las dos dltimas décadas como un problema creciente
que dificulta el tratamiento de infecciones producidas por las bacterias
portadoras. (Gobernado 2005)

Su aparicion se asocia al uso excesivo de las cefalosporinas de amplio espectro
y el aztreonam. Fue en los afios 80 cuando se introdujeron en la prdctica clinica
las cefalosporinas de tercera generacién, estas cefalosporinas fueron
desarrolladas en respuesta a un incremento en la prevalencia de betalactamasas en
algunos microorganismos y a la extension de estas a nuevos hospedadores. Estas
cefalosporinas presentan menor nefrotoxicidad que los aminoglucésidos y las
polimixinas, de ahi que se usaran mds. (Paterson and Bonomo 2005)

Son enzimas de configuracion plasmidica producidas por bacilos gram-
negativos, principalmente enterobacterias, en concreto E.coli y Klebsiella
pneumoniae, pero también pueden aparecer en bacilos no fermentadores y otras
enterobacterias.

Derivan de las betalactamasas de amplio espectro (TEM-1, TEM-2, SHV-1),
pertenecientes al grupo 2b de la clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros; cuando
estas sufren mutaciones (el hecho de que se produzca un cambio de uno o mas
aminodcidos implica una apertura del sitio activo del enzima permitiendo un mayor
acoplamiento de la gran cadena lateral del betalactdmico) en el centro activo dan
lugar a estas otras betalactamasas de espectro extendido, que hidrolizan a las
cefalosporinas de tercera generacién y a los monobactdmicos, clasificandose en el
subgrupo 2be (clase molecular A); No todas las BLEE pertenecen al grupo 2be, ya
que algunas oxacilinasas, que pertenecen al grupo 2d (clase molecular D), son BLEE.
(Philippon, Labia et al. 1989) (Patterson 2003)

Fue en 1983 en Alemania cuando se aislé por primera vez una BLEE, en una cepa
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de Klebsiella ozaenae, la cual recibié el hombre de SHV-2. En Espafia la primera
BLEE se describié en 1988, detectdndose poco después los primeros brotes.
(Knothe, Shah et al. 1983)

A parte de las TEM y SHV en 1989 se describiéo otro tipo de BLEE las
cefotaximasas o CTX-M, derivan de betalactamasas cromosémicas de especies del
género Kluyvera, pertenecen a la clase molecular A y son resistentes a cefotaxima,
cefuroxima cefepima y en menor medida a ceftazidima. (Walther-Rasmussen and

Hoiby 2004)

3.4.1. BLEE tipoTEM

En 1987 se aislo en Francia una cepa de Klebsiella pneumoniae que contenia una
betalactamasa mediada por pldsmidos, esta enzima fue inicialmente denominada
CTX-1 porque es activa frente a cefotaxima. En la actualidad se denomina TEM-3
y difiere de TEM-2 en la sustitucién de dos aminodcidos. (Sirot, Sirot et al. 1987)
(Paterson and Bonomo 2005)

Las BLEE tipo TEM son derivadas de las betalactamasas de amplio espectro
TEM-1y TEM-2, por modificacién en la secuencia de aminodcidos lo que provoca
cambios en la estabilidad de la enzima y en el perfil hidrolitico. (Bldzquez,
Morosini et al. 1995)

El primer pasé para poder comprender la relacién entre las mutaciones y la
estructura tridimensional es recordar la estructura terciaria tridimensional de las

betalactamasas TEM-1 (ver figura 6) y TEM-2.
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Figura 6.: Estructura tridimensional de una betalactamasa.

La betalactamasa TEM-1 es una proteina globular formada por dos dominios.
Uno de ellos contiene una cadena a-hélice (formada por ocho hélices H2-H9) y el
otro dominio esta formada por la Idmina-p que contiene cinco Idminas antiparalelas
(p1 a p5) vy tres hélices (H1, H10, H11) alrededor de la a-hélice. El centro activo
de la enzima se encuentra situado en el extremo Nt de la a-hélice H2. (Knox
1995)

Huang y cols estudiaron los residuos de aminodcidos criticos para la
estructura y funcion de la enzima encontrando que de 263 residuos aminoacidicos
que contiene TEM-1, 43 son insustituibles. (Huang, Petrosino et al. 1996; Paterson
and Bonomo 2005)

6lu-39—Lys. TEM-2 es la primera variante en la que se describié esta

sustitucidn. Se produce un cambio ligero en el patron de susceptibilidad frente a
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ceftazidima y cefaloridina. Esta mutacién es frecuente en TEM-3, TEM-7, TEM-
8, TEM-11, TEM-13, TEM-14, TEM-16, TEM-18, TEM-24. (Blazquez, Morosini et al.
1995).

6lu-104—Lys. Esta mutacion da lugar a la variante TEM-17. También aparece
en TEM-3, TEM-4, TEM-6. (Bldzquez, Morosini et al. 1995). Al producirse la
sustitucion del Glu por Lys como esta Ultima presenta una cadena lateral con carga
positiva atraeria al grupo carboxilo de ceftazidima y aztreonam. (Knox 1995)

Arg-164—Ser. TEM-12 (Ser) y TEM-29 (His) disminuye la sensibilidad a
cefotaxima, aztreonam y principalmente a ceftazidima: el meropenem no se ve
afectado por esta mutacion. (Blazquez, Morosini et al. 1995)

Ala-237—Thr. No se produce una apreciable variacién en el perfil hidrolitico
debida a esta mutacion, aparece en TEM-5 y TEM-24. (Bldzquez, Morosini et al.
1995)

6ly-238—Ser. TEM-19 La presencia de esta mutacion provoca una
disminucion en la sensibilidad frente amoxicilina-clavuldnico y cefotaxima.
(Bldazquez, Morosini et al. 1995).

6lu-240—Lys. Se produce fundamentalmente un cambio en el patrén de
sensibilidad frente a ceftazidima y aztreonam y ha sido identificada en TEM-5,
TEM-10 y TEM-24. (Bldzquez, Morosini et al. 1995)

Thr-265—Met. Se observa una disminucion de sensibilidad frente a
cefaloridina y ha sido identificada en TEM-4, TEM-9, TEM-13, TEM-14. (Bldazquez,
Morosini et al. 1995)

Existe una diferencia notable en el nivel de resistencia que confieren estas
variantes a cefotaxima, ceftazidima y aztreonam, excepto en los siguientes casos
TEM-3, TEM-4, TEM-20 y TEM-21, son mds activos frente a ceftazidima en
aislados de £.coli. (Jacoby and Medeiros 1991)

En 1982 en una unidad de cuidados intensivos en un hospital de Inglaterra se
produjo una brote epidémico con una cepa de Klebsiella oxytoca portadora de una

betalactamasa TEM-1. Se utilizo ceftazidima en el tratamiento y posteriormente
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se produjeron aislamientos en la misma unidad de K/ebsiella oxytoca pero esta vez
portadora de BLEE, la que fue denominada TEM-12. Esto representa un buen
ejemplo de como esta relacionada la presencia de BLEE con el uso de
cefalosporinas de amplio espectro. (Du Bois, Marriott et al. 1995) (Paterson and
Bonomo 2005)

Recientemente se ha informado de una nueva variante TEM en Citrobacter
koseri la denominada TEM-134 que difiere de TEM-1 por sustitucién de 4
aminodcidos. (Perilli, Mugnaioli et al. 2005)

Se han descrito mds de 160 tipos diferentes de betalactamasas tipo TEM, la
mayoria de las cuales son BLEE (http://www.lahey.org/studies/webt.htm) (Jacoby
and Mufioz-Price 2005) Presentan un rango de puntos isoeléctricos que van desde
5.2 a 6.5. (Paterson and Bonomo 2005) (Cantén, Novais et al. 2008). También se
han descrito cepas que producen enzimas TEM resistentes a los inhibidores (IRT),
estas enzimas difieren de las TEM-1 y TEM-2 por sustitucion de 1, 2 o 3

aminodcidos en diferentes posiciones. (Chaibi, Sirot et al. 1999)

3.4.2. BLEE tipo SHV

En 1983 se aislé una cepa de Klebsiella ozaenae en Alemania que poseia una
betalactamasa con una actividad hidrolitica mayor frente a cefotaxima que frente
a ceftazidima. (Knothe, Shah et al. 1983), mds tarde se demostré que esta enzima
diferia de SHV-1 (7.6) por la sustitucién de la glicina por serina en la posicién 238
(Gly-238—Ser). Esta dnica sustitucion confiere actividad frente a cefalosporinas
de amplio espectro y fue denominada SHV-2 (7.6). (Barthelemy, Peduzzi et al.
1988)

Las betalactamasas SHV aparecen principalmente en el genero Klebsiella
aunque también pueden encontrarse en otras enterobacterias. (Tzouvelekis and
Bonomo 1999). Las betalactamasas SHV comparten similitudes en cuanto a
estructuray funcion con las betalactamasas TEM.

Hasta la fecha existen mds de 100 variantes de betalactamasas SHV en
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bacilos gram-negativos, la mayoria de las cuales presentan espectro extendido
(http://www.lahey.org/studies/webt.htm) (Jacoby and Muioz-Price 2005) (Arpin,
Labia et al. 2001) (Cantén, Novais et al. 2008) Estas BLEE tipo SHV derivan de la
betalactamasa SHV-1. Sustituciones en aminodcidos criticos en el centro activo de
la enzima es lo que provoca el aumento del espectro de accion. Estos cambios de
aminodcidos provocan un agrandamiento del centro activo de la enzima permitiendo
el acoplamiento de la larga cadena lateral R de las cefalosporinas de tercera
generacion. (Tzouvelekis and Bonomo 1999).

Se han utilizado técnicas como PCR-SSCP combinadas con PCR-RFLP para la
caracterizacién de las SHV en estudios epidemioldgicos. (Chanawong, M'Zali et al.
2000)

En 1988, Jarlier y cols aislaron la SHV-3 (7.0) de un paciente en una unidad de
cuidados intensivos en Francia, donde también se habia detectado SHV-2. SHV-2
y SHV-3 presentan el mismo perfil inhibitorio y actian frente a cefalosporinas de
amplio espectro y difieren en un aminodcido en posicién 205 que en SHV-3 es la
arginina y en SHV-1 es la leucina. SHV-3 tiene también un residuo de serina en
posicion 238, al igual que SHV-2. (Jarlier, Nicolas et al. 1988) (Heritage, M'Zali
et al. 1999)

SHV-4 (7.8) se aislo al igual que SHV-3 en un hospital Francés, presentando
como Unica diferencia el aminodcido en posicion 240 dcido glutdmico por lisina.
(Bure, Legrand et al. 1988)

La primera variante de SHV-1 que no fue observada en Europa sino en Chile fue
SHV-5 (pI 8.2) fue también encontrada en Klesiella pneumoniae. Esta enzima
presenta mayor actividad frente a ceftazidima y monobactdmicos que otras
betalactamasas. Estudios de hibridacion sugieren que podria ser derivada SHV-2
o0 SHV-4. (Gutmann, Ferre et al. 1989).

En 1991, Arlet y cols identificaron la betalactamasa SHV-6 (7.6). Esta
betalactamasa tiene similares perfiles de inhibicién y sustrato que SHV-1, (Arlet,

Rouveau et al. 1991) la diferencia estriba en la sustitucion del aminodcido alanina
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por dcido aspdrtico en posicion 179 (Arlet, Rouveau et al. 1997). Esta enzima
confiere resistencia a ceftazidima pero no a cefotaxima o aztreonam. (Bradford,
Urban et al. 1995)

SHV-7 (7.6) fue la primera enzima de esta clase aislada en £.co/ien 1995 en
una residencia geridtrica en Estados Unidos. Confiere resistencia a cefotaxima,
ceftazidima y aztreonam. Deriva de SHV-5 de la cual se diferencia por dos
sustituciones isoleucina en posicion 8 por fenilalanina y en la posicion 43 la arginina
por serina. (Heritage, M'Zali et al. 1999). Las betalactamasas SHV-2, SHV-3,
SHV-4, SHV-5 y SHV-7 poseen en la posicion 238 una serina en vez de glicing, lo
cual es responsable de la accion sobre cefotaxima. La sustitucion de lisina por
glutdmico en la posicion 240 en SHV-4, SHV-5 y SHV-7 contribuye a ampliar el
espectro de accién a ceftazidima y aztreonam. (Bradford, Urban et al. 1995)

SHV-8 (7.6) difiere de SHV-1 en la posicién 179 se sustituye la asparragina
por dcido aspdrtico. (Rasheed, Jay et al. 1997)

En 1995, se aislé en un hospital griego la betalactamasa SHV-9 (8.2) confiere
resistencia a ceftazidima y aztreonam. Presenta en comin con SHV-5 la Ser-238 y
Lys-240, y difiere en una delecién y tres sustituciones. (Prinarakis, Miriagou et al.
1997)

En un aislamiento de E.col/i en 1997, fue detectada la Unica betalactamasa SHV
resistente a inhibidores, SHV-10 (8.2), en la cual Ser-130 es reemplazada por
Gly. (Prinarakis, Tzelepi et al. 1996)

Dos nuevas variantes SHV-11 (7.6) y SHV-12 (8.2) son descritas en 1997
por Nuesch-Inderbineny cols. (Nuesch-Inderbinen, Kayser et al. 1997)

Arpin y cols en 2001 caracterizaron la betalactamasa SHV-16 (7.6). Esta
enzima presenta poca accién frente a penicilinas pero es muy activa frente a
ceftazidima. Deriva de SHV-1 por duplicacion de cinco aminodcidos en el giro w, el
cual forma parte del centro activo de las betalactamasas de la clase A. (Arpin,
Labia et al. 2001)

Heritage y cols en 2003 aislan en una cepa de K. pneumoniae la betalactamasa
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SHV-34, andlisis de la secuencia de nucledtidos demuestran que en blas+v-32 hay
una mutacion en el codon 64 dcido glutdmico por glicina. (Heritage, Chambers et al.
2003).

A lo largo de estos afios se han ido caracterizando mds SHV como SHV-49
(7.6) al igual que SHV-10 es resistente a los inhibidores ha sido descrita en
K pneumoniae a diferencia de SHV-10 que fue aislada en £.co/i (Dubois, Poirel et
al. 2004), SHV-57 (8.2) deriva de SHV-1 por sustitucion de arginina por leucina
en posicién 169 en el giro w. (Ma, Alba et al. 2005)

Como vemos, existe una fuerte interrelacién entre estructura y funcion, la
sustitucién de uno o mds aminodcidos en el centro activo de la betalactamasa,
conlleva un cambio de estructura y como resultado una modificacion en su
espectro de accién. Dentro de la familia de las betalactamasas SHV podemos
hablar de varios cambios importantes de aminodcidos como por ejemplo, la
sustitucién de serina por glicina en posicién 238 en SHV-2 provoca que la cavidad
en la que se acopla el betalactdmico se agrande, de manera que la cefotaxima y
ceftazidima pueden unirse y como resultado hidrolizarse. No obstante este cambio
conlleva la desventaja de que el anillo betalactdmico se aleja del centro activo de
la enzima en la posicion 70, por lo que disminuye la eficacia de estas enzimas. Para
compensar esta disminucién de la actividad enzimdtico se producen mutaciones en
la secuencia del promotor incrementando la sintesis de betalactamasas de
espectro extendido. (Knox 1995) (Huletsky, Knox et al. 1993), la sustitucion de
dcido aspdrtico por asparragina en la posicién 179 de SHV-8 y por alanina en SHV-
6 permite el acoplamiento de cefalosporinas de tercera generacién. (Nuesch-
Inderbinen, Hachler et al. 1995)

Otras sustituciones incrementan la actividad hidrolitica frente a ceftazidimay
aztreonam como la sustitucién de lisina en la posicién 240 por dcido glutdmico en
SHV-4, SHV-5, SHV-7, SHV-9, SHV-10, SHV-12 (Sowek, Singer et al. 1991;
Medeiros 1997), mutaciones en la posicién 205 ocurren en SHV-3 y SHV-4. El

mecanismo exacto de cémo estas alteraciones en la estructura provocan un

46



aumento de la actividad enzimdtico no esta todavia aclarado.
Por ultimo, alteraciones en la posicion 130 aparecen en SHV-10 (Prinarakis,

Miriagou et al. 1997)

3.4.3.  BLEE tipo CTX - M

A principios de 1989, en Alemania Bauernfeind y cols informan de un
aislamiento clinico de una cepa de E.coli resistente a cefotaxima, la cual es
productora de una BLEE no TEM, no SHV denominada CTX-M-1, en referencia a su
mayor actividad frente a cefotaxima. (Bauernfeind, Grimm et al. 1990)

El nombre CTX refleja la potente actividad hidrolitica de estas
betalactamasas frente a cefotaxima. Estas enzimas presentan mayor actividad
hidrolitica frente a cefotaxima y ceftriaxona que frente a ceftazidima. Los
microorganismos productores de estas betalactamasas suelen tener unas CMI
para cefotaxima > 64 pg/ml y para ceftazidima en el rango de sensibilidad 2-8
pg/ml; pero en algunos casos las CMI para ceftazidima alcanzan valores de 256
pg/ml (Paterson and Bonomo 2005), como por ejemplo las betalactamasas CTX-M-
15 y CTX-M-32 difieren de CTX-M-3 en la sustitucion de Asp-240—Gly lo que
hace que estas enzimas presenten actividad frente a ceftazidima. (Poirel,
Gniadkowski et al. 2002) (Cartelle, del Mar Tomas et al. 2004). Las CMIs para
aztreonam son variables. Estas betalactamasas son mas activas frente a cefepime
que el resto de las BLEE, presentando CMIs para cefepime mds altas. Por ultimo,
tazobactam presenta mayor actividad frente a las BLEE tipo CTX que el dcido
clavuldnico. No hay que olvidar que un mismo organismo puede contener BLEE tipo
CTX junto con SHV o junto betalactamasa tipo AmpC, lo que implica un cambio en
su fenotipo de resistencia. (Paterson and Bonomo 2005)

Estas betalactamasas estdn estrechamente relacionadas con las
betalactamasas cromosomicas de distintas especies del género Kluyvera. El grupo
1 y 2 derivarian de betalactamasas cromosémicas de Kluyvera ascorbata

(Rodriguez, Power et al. 2004) mientras que el grupo 8 y 9 derivarian de
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betalactamasas cromosomicas de Kluyvera georgiana (Olson, Silverman et al.
2005)

Se reconocen mds de 65 variantes de betalactamasas CTX-M las cuales se
encuentran divididas en 5 subclases en funcion de la homologia en la secuencia de
aminodcidos, llamadas CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25. El
grupo CTX-M-1 incluye 6 enzimas mediadas por pldsmidos (CTX-M-1, CTX-M-3,
CTX-M-10, CTX-M-12, CTX-M-15 y FEC-1), el grupo CTX-M-2 incluye 8 (CTX-M-
2, CTX-M-4, CTX-M-4L, CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-M-7, CTX-M-20y Toho-1), el
grupo CTX-M-8 incluye un solo enzima, el grupo CTX-M-9 incluye 9 (CTX-M-9,
CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-16, CTX-M-17, CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-M-27 y
Toho-2) y por ultimo, el grupo CTX-M-25 incluye CTX-M-25 y CTX-M-26.
(Bonnet 2004) (Livermore, Cantén et al. 2007) (Jacoby and Mufioz-Price 2005)

Toho 1y Toho 2 son betalactamasas relacionadas estructuralmente con las
betalactamasas tipo CTX como estas presentan una actividad mds potente frente
a cefotaxima. La denominacién de Toho se refiere al nombre del hospital en Japén
donde fue aislada una cepa de E.coli portadora de esta betalactamasa. En la
actualidad son CTX-M-44 y 45 respectivamente. (Paterson and Bonomo 2005).

Las betalactamasas CTX-M excepto Toho-2 poseen 291 residuos aminoacidicos.
El rango de pI es de 7.4-9 (Bonnet 2004)

Al igual que ocurre con las betalactamasas SHV y TEM existe una relacion
importante entre estructura y funcion. Los aminodcidos en posicion 240 y 267
juegan un papel importante en la evolucién de estas betalactamasas. Las enzimas
CTX-M-15, CTX-M-27, CTX-M-16, derivan de CTX-M-3, CTX-M-9, CTX-M-14
respectivamente, por sustitucién de Gly-240—Asp presentando una potente accién
frente a ceftazidima. (Poirel, Gniadkowski et al. 2002) La betalactamasa CTX-M-
19 deriva de CTX-M-18 por substitucién de Pro-167—Ser lo que le proporciona
mayor actividad frente a ceftazidima. (Poirel, Naas et al. 2001).

Otros residuos aminoacidicos juegan también un papel importante como son

Arg-276, la sustituciéon de asparragina por arginina confiere bajo nivel de
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resistencia a cefotaxima, ceftriaxona y aztreonam, estos resultados indican que la
Arg-276 podria estar implicada en la hidrdlisis de los oxyimino betalactdmicos, por
otra parte el residuo Arg-276 ocupa el mismo lugar que el residuo Arg-244 en
otras betalactamasas de la clase A (Gazouli, Legakis et al. 1998).

En relacién al residuo Ser-237, la sustitucion Ser-237—Ala induce a una
disminucién de la actividad hidrolitica frente a cefotaxima (6azouli, Tzelepi et al.
1998)

Los residuos Asnl04, Asn132, y Asp240 establecen puentes de hidrogeno con
los grupos amido de la cadena de la cefotaxima, lo que facilitaria su hidrélisis. La
sustitucion Asp-240—Gly en CTX-M-1 da lugar a CTX-M-32 aumentando la
capacidad de hidrolitica frente a ceftazidima. (Cartelle, del Mar Tomas et al.
2004)

Finalmente, en la actividad cefotaximasa de CTX-M interviene no solo los
ajustes producidos en el centro activo de la enzima sino también la situacién global
del giro w y la Idmina p3. (Bonnet 2004)

Hasta finales de 1990s las BLEE mas frecuentemente encontradas eran
derivadas de TEM y SHV principalmente en K pneumoniae y en pacientes
hospitalizados (Yuan, Aucken et al. 1998) En la actualidad las enzimas CTX-M
estdn reemplazando a las TEM y SHV y esta aumentando el porcentaje de
aislamientos en £.coli'y en pacientes comunitarios. En Espafia la CTX predominante

es el grupo CTX-M-9. (Livermore, Cantén et al. 2007).

3.4.4. BLEE tipo OXA
Las betalactamasas tipo OXA pertenecen a la clase molecular D y al grupo
funcional 2d, se caracterizan por su alta actividad hidrolitica frente a cloxacilina 'y
oxacilina. Son resistentes a ampicilina, cefalotina y son débilmente inhibidas por el
dcido clavuldnico. (Bush, Jacoby et al. 1995) (Paterson and Bonomo 2005)
La mayoria de estas betalactamasas no hidrolizan a las cefalosporinas de

amplio espectro y no son consideradas dentro del grupo de las BLEE; no obstante,
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OXA-10 hidroliza débilmente a cefotaxima, ceftriaxona y aztreonam provocando
una reduccién de la sensibilidad de muchos microorganismos a estos antibidticos.
(Paterson and Bonomo 2005) Otras OXA tipo BLEE son OXA-11,-14,-16,-17,-19,-
15,-18,-28,-31,-32,-35 y -45. Algunas presentan mayor accion sobre ceftazidima.
Pero otras como por ejemplo OXA-17 tienen mayor accion sobre cefotaxima y
cefepime que sobre ceftazidima. (Danel, Hall et al. 1999) Todas ellas se han
incluido en el grupo 2de de la clasificacién de Bush-Jacoby-Medeiros. (Bush,

Jacoby et al. 1995)

3.45. PER, VEB-1, BES-1 y otras BLEE

Este grupo de BLEE es poco frecuente y no presentan una relacién clara con la
familia de betalactamasas ya establecidas hasta el momento. En general se
caracterizan por hidrolizar mds eficazmente a la ceftazidima que a otros
betalactdmicos. (Paterson and Bonomo 2005). Entre ellas se encuentran las
betalactamasas tipo PER, VEB, BES y otras.

Las BLEE tipo PER (Pseudomonas Extended Resistance) comparten solo de un
25-27% de homologia con las BLEE tipo TEM y SHV. (Bauernfeind, Stemplinger et
al. 1996) (Nordmann and Naas 1994)

La betalactamasa PER-1, hidroliza a penicilinas y cefalosporinas y es sensible a
la inhibicion por el dcido clavuldnico. Inicialmente fue detectada en cepas de
Pseudomonas aeruginosa (Nordmann, Ronco et al. 1993) y mds tarde en
Enterobacterias y Acinetobacter. (Vahaboglu, Coskunkan et al. 2001)

PER-2, comparte un 86% de homologia con PER-1, ha sido detectada en
S.entérica serovar Typhimurium. E.coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, y
Vibrio cholerae. (Bauernfeind, Stemplinger et al. 1996)

La BLEE VEB-1, tiene un 38% de homologia con PER-1 Y PER-2. Esta
betalactamasa confiere un alto nivel de resistencia a ceftazidima, cefotaxima,
aztreonam y alta sensibilidad al dcido clavuldnico. Se aislé por primera vez en un

nifio vietnamita hospitalizado en Francia (Poirel, Naas et al. 1999) Se ha detectado
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en Enterobacterias'y Pseudomonas aeruginosa en Tailandia (Girlich, Poirel et al.
2001)

En 1996 y 1997 se aislé en un hospital en Brasil una betalactamasa denominada
BES-1, la cual presenta un 51% de homologia con penicinilasas cromosémica de
Yersinia enterocolitica Y56 y un 48% de homologia con las betalactamasa tipo
CTX-M, al igual que CTX-M presenta una alto grado de actividad frente a
cefotaxima, por el contrario tiene un alto grado de actividad frente a ceftazidima
y aztreonam presentando baja afinidad por tazobactam. (Bonnet, Sampaio et al.
2000)

Existe otro tipo de betalactamasa mediadas por pldsmidos asociadas a la clase
A las cuales han sido recientemente descubiertas (GES, TLA, SFO, IBC). Las
cuales presentan una gran diversidad geogrdfica. (Paterson and Bonomo 2005)

GES (IBC) se ha aislado en gram-negativos como Paeruginosa, E.coli y
K pneumoniae. Comparada con ofras betalactamasas del grupo A presenta mayor
sensibilidad a imipenem.

Sustituciones en Gly-170—Asn dentro del giro w provoca un aumento de la
accion hidrolitica frente a carbapenemas. (Giakkoupi, Tzouvelekis et al. 2000)
(Naas, Poirel et al. 2008)

SFO, fue descrita por primera vez en una cepa de Enterobacter cloacae en
Japon en 1988. Presenta una accién hidrolitica mayor frente a cefotaxima que
frente a ceftazidima y su accién es inhibida por clavuldnico e imipenem. No
presentando accién frente a cefamicinas y carbapenemas. (Naas, Poirel et al.

2008)

3.5. Epidemiologia de las BLEE

La posibilidad de diseminacién de las BLEE es extraordinaria, debido a que
estdn codificadas en pldsmidos conjugativos, lo cual posibilita no sdlo la
diseminacién de este mecanismo de resistencia entre distintas cepas de la misma

especie sino fambién entre diferentes especies bacterianas.
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En un principio se aislaron en pacientes hospitalizados pero en la actualidad se
estan detectando en infecciones adquiridas en la comunidad. (Gobernado 2005)

A partir del afio 2000 se ha observado un aumento de aislamientos de cepas de
E.coli productoras de CTX-M que afectan a pacientes de la comunidad vy
principalmente estdn implicadas en ITU. Estas cepas de E.co/i son también
resistentes a quinolonas, aminoglucésidos y cotrimoxazol. (Pérez, Endimiani et al.
2007) .

Otro aspecto importante a destacar en la epidemiologia de las BLEE
principalmente en cepas de £.co/i en su presencia como flora comensal en los
humanos. El tracto digestivo es el reservorio de la mayoria de los uropatégenos y
la colonizacion gastrointestinal normalmente precede a las ITU debidas a cepas
portadoras de BLEE. (Arpin, Dubois et al. 2005) Valverde y cols informan de un
11,8% de portadores fecales de cepas de £.co/i portadoras de BLEE en pacientes
hospitalizados y un 5,5% en pacientes extrahospitalarios. (Valverde, Coque et al.

2004)

3.5.1. Epidemiologia global

* Europa

Los primeros casos de enterobacterias productoras de BLEE fueron
detectados en Europa en concreto en Alemania e Inglaterra (1983), donde se
detecto la variante SHV-2 en una cepa de £.co/i en pacientes ingresados en UCI,
pero fue en Francia donde se detecto el primer brote nosocomial en 1986, se trato
de una cepa de K. pneumoniae con la variante TEM-3, produciéndose un aumento
dramdtico de los casos de BLEE en los afios sucesivos en todo el mundo. En 1990s
en Francia del 25 al 30% de los aislamientos de K pneumoniae eran portadores de
BLEE, se adoptaron medidas de control lo que hizo disminuir la tasa de infecciones
de K pneumoniae productora de BLEE de un 19.7% en 1996 a un 7.9% en 2000. Es
importante destacar que un 30.2% de los aislamientos de Enterobacter aerogenes

fueron portadores de BLEE en el afio 2000. (Paterson and Bonomo 2005) (Cantdn,
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Novais et al. 2008)

En 1986, en Japon se detecto la betalactamasa FEC-1 en un aislamiento de
E.coli, la cual fue posteriormente detectada en Alemania, Argentina, Francia e
Ttalia denomindndose CTX-M. En 1991, en Turquia y Francia se detectan
oxacilinasas con fenotipo similar a las BLEE, la mayoria de ellas OXA-10, la cual
posteriormente ha sido detectada en todo el mundo principalmente en aislados de
P. aeruginosa, Acinetobacter y Enterobacterias. Por ultimo, dentro del grupo
denominado BLEE menores como son PER, VEB, GES, TLA, BEL, BES, SFO e IBC se
esta produciendo un aumento en sus aislamientos en todo el mundo. (Cantdn,
Novais et al. 2008) (Naas, Poirel et al. 2008)

La epidemiologia de las enterobacterias productoras de BLEE ha sufrido
cambios en los ltimos afios; en un principio en los afios 80 y principios de los 90 las
BLEE eran del tipo TEM y SHV, se detectaban fundamentalmente en K
pneumoniae y el origen era nosocomial y se debia a clones epidémicos, mientras
que en la actualidad en la mayoria de los paises, son las CTX-M las mds frecuentes
se aislan principalmente en £.coli, son de origen comunitario y fundamentalmente
se transmiten por pldsmidos u otros elementos genéticos méviles. (Cantén, Novais
et al. 2008)

Existe una gran diversidad geogrdfica dentro Europa en cuanto a la prevalencia
de BLEE, encontrdndonos Rusia con un 50% y Polonia con un 40%. En Espafia un
estudio realizado en 2000 muestra una prevalencia en K. pneumoniae y E.coli de
2.7% y 0.5% respectivamente. La prevalencia de BLEE en Europa es mas alta que
en Estados Unidos pero mas baja que en Asia y América del Sur. (Herndndez,
Pascual et al. 2003) (Cantén, Novais et al. 2008)

* Norteamérica

Los primeros informes sobre organismos productores de BLEE en Estados
Unidos datan de 1988. En 1989, se informan casos de infecciones producidas por
variantes SHV y CTX-M en Canadd y Estados Unidos. La prevalencia de organismos

productores de BLEE quizds ha estado subestimada en el pasado debido al punto
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de corte establecido para la resistencia a ceftazidima el cual fue definido como
una CMI > 32 wg/ml. o para cefotaxima CMI > 64 wg/ml, cuando muchos
microorganismos productores de BLEE tienen CMIs entre 2y 16 ug/ml.

En estudios realizados en el periodo 1998-2002 sobre 6101 aislamientos de K
pneumoniae en UCIs se obtiene un 6.1% de cepas resistentes a cefalosporinas de
tercera generacién. Mientras que en pacientes comunitarios la tasa es 1.8% sobre
12,059 aislamientos de K.pneumoniae y 0.4% en E.coli sobre un total de 71,448
aislamientos. (Paterson and Bonomo 2005)

* América latina

Es en 1989 cuando se informa el primer aislamiento de BLEE detectado en
América latina. En la actualidad América latina tiene la tasa mds elevada del
mundo, existiendo variaciones dentro de los paises que la forman, siendo los de
mayor prevalencia Brasil y Chile.

Se han informado caso de CTX-M, PER, TEM, SHV observdndose un aumento
de las infecciones producidas en la comunidad.

Estudios recientes obtienen para América latina la prevalencia mas alta en el
mundo de aislamientos para K. pneumoniae portadora de BLEE con un 45.4-519% y
para E.colide un 8.5-18.1%. (Villegas, Kattan et al. 2008)

* Asia

En 1988 en China son informados aislamientos de K pneumoniae portadora de
SHV-2 y SHV-b. Recientes estudios realizados en China revelan tasas de
produccion de BLEE de un 16% en E.coliy un 17% en Kpneumoniae, siendo las
BLEEs mds predominantes el tipo CTX-M. Asia se considera el mayor reservorio de
genes bla ctx-m del mundo. (Hawkey 2008)

« Africay el medio Este

Se han informado varios brotes de infecciones por organismos portadores de
BLEE en Africa del Sur, pero no se han publicado estudios nacionales. No
obstante, en 1998 y 1999 se informo una tasa de 36.1% de aislamientos de

K pneumoniae portadora de BLEE en un dnico hospital.
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También han sido informados aislamientos en Arabia Saudita, Israel y otros
paises del medio este. (Paterson and Bonomo 2005)
* Australia

El primer informe sobre BLEE en Australia fue en una cepa de K pneumoniae
resistente a gentamicina. El 5% de los aislamientos de K pneumoniae en hospitales

australianos son portadores de BLEE. (Paterson and Bonomo 2005)

3.5.2. Infecciones nosocomiales

Las infecciones nosocomiales son uno de los femas de mds preocupacion desde
el punto de vista de los programas para el control de la infeccidn. Las infecciones
se pueden presentar como brotes o como casos endémicos, siendo muy importante
conocer si se trata del mismo clon (brote monoclonal u oligoclonal) lo cual
implicaria la existencia de una transmisién de paciente a paciente. Por el contrario,
las infecciones nosocomiales pueden ser debidas a microorganismos de la misma
especie pero no del mismo clon (brote policlonal), el cual puede ser debido a la
presion ejercida por el uso de antibidticos.

Existen numerosos estudios que utilizan métodos moleculares para el estudio
de la epidemiologia de las infecciones nosocomiales producidas por organismos
productores de BLEE. Mas del 75% de estos estudios estdn dirigidos a las
infecciones producidas por Klebsiella pneumoniae. La predileccién de las BLEE por
el genero Klebsiella no ha sido todavia bien explicada. Cabe destacar que las BLEE
tipo TEM se pueden encontrar en otras especies diferentes de Klebsiella, siendo
mds frecuente en este género las BLEE tipo SHV. Casi todos los aislamientos de
Klebsiella pneumoniae no productora de BLEE poseen una betalactamasa
cromosémica SHV-1. Por el contrario, menos del 10% de los aislamientos de E.colr
resistentes a ampicilina contienen SHV-1. La explicacidn podria ser que el genero
Klebsiella se adapta bien al ambiente hospitalario. La Klebsiella sobrevive mas
tiempo que otras enterobacterias en las manos y en las superficies, facilitandose

de esta manera la infeccion cruzada dentro del hospital.
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Han sido descritos brotes de organismos que pertenecian a un clon genotipica
mente idénticos. Por otra parte, ha sido comprobado que la persistencia de los
clones puede llegar a ser de mas de 3 afos. El tema se complica debido a que
existen estudios que describen la diseminacién clonal de al menos 5 cepas
diferentes de K/ebsiella portadoras de BLEE en la misma unidad y al mismo tiempo.
En adiccion, miembros de una Unica cepa pueden portar diferentes pldsmidos.
Ademds, las cepas genotipicamente no relacionadas pueden producir las misma
BLEE debido a la transferencia mediada por pldsmidos entre las especies. Por
ultimo, la misma BLEE puede ser prevalente en una particular unidad del hospital
pero puede ser mediada por diferentes pldsmidos. Esto podria sugerir una
evolucion independiente de los efectos de la presion de los antibiéticos o la
transferencia de los plasmidos de organismo a organismo.

Las unidades de cuidados intensivos son a menudo el foco de la aparicion de
BLEE en los hospitales y de infecciones producidas por cepas de Klebsiella
multirresistentes. Ademds de las unidades de cuidados intensivos han sido
afectados por brotes otros servicios como neurocirugia, unidad de quemados,
obstetricia y ginecologia, oncologia y geriatria.

Ha sido bien documentada la transferencia de BLEE genotipicamente
relacionadas dentro de una misma ciudad, entre ciudades y entre paises. Cabe
destacar dos grandes brotes, uno producido por Klebsiella pneumoniae productora
de BLEE tipo SHV-4 en hospitales de Francia y Bélgica; y el otro gran brote se
produjo por una cepa de Enterobacter aerogenes en Francia, Espafia y Bélgica.
Asimismo ha sido documentada la transferencia intercontinental.

En la encuesta nacional nosocomial, en relacién a la tasa de resistencia en
enterobacterias frente a las nuevos antibiéticos betalactdmicos, realizada en
Polonia, los resultados obtenidos muestran un alto crecimiento de resistencia
mediada por betalactamasas, encontrdndose en 11,1% de BLEE, 40,4% en K
pneumoniaey un 2,5% en E.coli, siendo el tipo CTX-M el mas predominante seguido

de SHV y TEM. (Empel, Baraniak et al. 2008)
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3.5.3. Infecciones adquiridas en la comunidad

En 1993 se investigaron en Francia 2500 aislamientos de E£.coli, Klebsiella
pneumoniae 'y Proteus mirabilis  todos ellos procedian de pacientes no
hospitalizados, lo cual permitié conocer con mds precisién el porcentaje de cepas
portadoras de BLEE en la comunidad. De 107 cepas de Klebsiella pneumoniae 5 de
ellas eran portadoras de BLEE, todos los pacientes procedian de un asilo.

Por otra parte, algunos patdgenos productores de diarreas en la comunidad
como Salmonellay Shigella son portadores de BLEE.

En los dltimos afios ha habido muchos informes acerca de las infecciones o
colonizaciones adquiridas en la comunidad por E£.co/i fundamentalmente
produciendo ITU. Estas cepas son portadoras de BLEE (CTX-M) y con resistencia
a los agentes de eleccion para el tratamiento de las ITU, como son trimetoprim-
sulfametoxazol, ciprofloxacino o gentamicina. Rodriguez-Bafio estudio los factores
de riesgo para las ITU por E.coli portadora de BLEE en pacientes no
hospitalizados, siendo estos: pacientes con diabetes mellitus, previo uso de
quinolonas, ITU recurrentes, previa admision en el hospital, y ancianos.
(Rodriguez-Batio, Navarro et al. 2004)

El aumento de cepas portadoras de BLEE implicadas en infecciones adquiridas
en la comunidad no esta todavia claro, podria enfocarse los estudios hacia los
productos alimenticios, el consumo animal de antibiéticos y el frecuente contacto

de la poblacién con el sistema de salud. (Pérez, Endimiani et al. 2007)

3.5.4. Factores de riesgo implicados en la colonizacion e
infeccion por organismos productores de BLEE

Dentro de los factores predisponentes para la aparicion de brotes destaca el

uso excesivo de antimicrobianos, principalmente de cefalosporinas de tercera

generacién, también se han relacionado con fluoroquinolonas, aztreonam,

aminoglucésidos, cotrimoxazol y metronidazol. Parece ser que los principales
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factores determinantes para la diseminacion y seleccién de las cepas son la
duracion y el espectro del antibiético utilizado.

Los grupos de pacientes mds frecuentemente afectados en los brotes son:
neonatos, quemados, con cdncer, trasplantados y los pacientes ingresados en las
unidades de cuidados intensivos.

Existen una serie de factores de riesgo que pueden predisponer a una mayor
colonizacién y/o infeccién entre los que se encuentran la duracién de la
hospitalizacién y de la estancia en UCI, la edad, la colonizacién gastrointestinal,
ser portador de catéteres urinarios, intravasculares, de gastrostomia,
yeyunostomia, la intubacién oro traqueal, la hemodidlisis, la ventilacién mecanica, la
nutricién parenteral, la malnutricién, el desarrollo de dlceras por presién, bajo
peso al nacer......, es decir es mds frecuente en pacientes con enfermedad de base
y factores de riesgo, con algin grado de inmunodepresién, lo cual les hace
candidatos a la infeccion y por tanto, son tratados con antibiéticos de amplio
espectro, principalmente cefalosporinas y fluoroquinolonas. (Colodner 2005)

Arpin y cols establecen tres principales factores de riesgo de adquisicién de
BLEE en pacientes de la comunidad: antecedentes de hospitalizacién,
antibioterapia especialmente con betalactdmicos y quinolonas y colonizacion
gastrointestinal por cepas portadoras de BLEE. (Arpin, Dubois et al. 2005) Otros
autores describen ademds otros factores de riesgo en pacientes no hospitalizados
diabetes mellitus, ITU recurrentes, edad > 60 afios y sexo masculino. (Rodriguez-

Bafo, Navarro et al. 2004) (Colodner 2005)

3.5.5. Medidas de control de la aparicion y diseminacion de

la infeccion por BLEE
Desde el punto de vista epidemioldgico existen una serie de reservorios
enddgenos que facilitan la diseminacion de la resistencia entre las diferentes
especies, como son el tubo digestivo, la orofaringe, las heridas colonizadas asi

como termémetros, geles empleados en ecografia, sondas de oxigenoterapia, jabén
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liquido, ufias postizas del personal; siendo el principal vector de la infeccién las
manos de los profesionales.
Existen una serie de medidas que han resultado eficaces a la hora de reducir la
aparicion y diseminacion de cepas portadoras de BLEE, como son:
1. Uso restrictivo de cefalosporinas de tercera generacion y fluoroquinolonas
2. Aislamiento cutdneo ante la deteccién de una colonizacion no infeccién
(habitacidn individual, uso de guantes y bata, cambio de guantes y lavado de
manos con solucion antiséptica entre pacientes)
3. Educacion sanitaria en materia de prevencién del personal.
4. Lavado exhaustivo de manos incluso con algin producto desinfectante.
5. Mejorar la deteccion de BLEE por parte del laboratorio.
Por el contrario hay medidas cuya eficacia es controvertida como por ejemplo
la descontaminacion intestinal, debido a que puede seleccionar otros

microorganismos multirresistentes

3.6. Deteccion en el laboratorio

La mayoria de los métodos disefiados para detectar microorganismos
productores de BLEE estdn basados en la propiedad de estas enzimas de ser
inhibidas por el dcido clavuldnico u otros inhibidores de betalactamasas.

Lo primero es detectar fenotipos compatibles con la presencia de BLEE
realizando un andlisis del perfil de sensibilidad a los diferentes antimicrobianos,
siguiendo los criterios habituales de lectura interpretada del antibiograma.
(Livermore and Brown 2001)

Los criterios establecidos por el Clinical Laboratory Standard Institute (CLST)
(Clinical and Laboratory Standards Institute 2007) definen una CMI > 16 pg/ml
como resistente en enterobacterias frente a ceftriaxona, cefotaxima,
ceftazidima, cefepime y aztreonam. La prevalencia real de infecciones producidas
por organismos portadores de BLEE puede estar infravalorada debido a que

muchas BLEE presentan CMI en el rango de 2-8 pg/ml. (Pérez, Endimiani et al.
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2007)
El CLSI recomienda utilizar métodos de screening (disco-difusidn,
susceptibilidad antimicrobiana por dilucion) seguidos de métodos de confirmacion

(confirmacidn fenotipica, doble difusién con discos)

3.6.1. Métodos de screening

Método de disco-difusion

El CLST propone este método para screening de produccién de BLEEs en £.coli.
Se utilizan los siguientes antibidticos y se sospecha BLEE cuando el didmetro del
halo de inhibicion tiene los valores indicados: cefpodoxima (<17mm) ceftazidima
(¢22mm), aztreonam y cefotaxima con (<27mm), o ceftriaxona (¢<25mm). Utilizando
mds de uno de estos agentes se aumenta la sensibilidad.
Test de susceptibilidad antimicrobiana por dilucion

El CLST propone el método de dilucién como screening para la deteccion de
BLEE E.coli. Se sospecha la presencia de BLEE cuando la CMI es >2ug/ml para

todos los antibidticos testados excepto cefpodoxima cuya CMI es 28ug/ml.

3.6.2. métodos de confirmacion
Test de confirmacion fenotipica del CLSI
El CLSTI recomienda usar discos de cefalosporinas con dcido clavuldnico y sin el.
Un diferencia de > 5 mm entre el halo de inhibicién del disco de cefalosporina y su
respectivo disco cefalosporina/clavuldnico confirma la existencia de BLEE.

También se pude utilizar el método de_microdilucién en caldo, en este caso una

diferencia 23 diluciones entre la CMI de la cefalosporina testada sola y con dcido
clavuldnico confirma la presencia de BLEE.
Técnica de doble difusion con discos

Fue descrito por Jarlier en 1988 consiste en colocar un disco de
amoxicilina/clavulanico (20/10ug) en el centro de una placa de Mueller-Hinton a

una distancia de 20mm de otros discos con ceftazidima (30ug), cefotaxima (30ug),
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ceftriaxona (30ug) y/o aztreonam (30ug). La distorsion en algdn halo de inhibicién
pone de manifiesto la presencia de BLEE.

Esta técnica presenta una serie de limitaciones, por ejemplo en las cepas con
problemas de permeabilidad o con resistencia simultdnea a los inhibidores de p-
lactamasas puede verse disminuida la capacidad de deteccion de esta prueba;
asimismo existen falsos positivos en el caso de cepas hiperproductoras de SHV-1 o
que presentan p-lactamasas cromosdémicas sensibles a los inhibidores. Asi como
falsos negativos con cepas portadoras de SHV-2, SHV-3 y TEM-12. (Jarlier,
Nicolas et al. 1988)

Existen una serie de métodos comerciales de deteccién de BLEE como son la
técnica de E-test y métodos semiautomdticos:

Técnica de E-test

Esta técnica consiste en unas tiras de pldstico impregnadas en un extremo de
la tira con el antibiético cefotaxima o cefepime con un gradiente de concentracion
con CMI de 0,25 a 16 pg/ml o ceftazidima con un gradiente de concentracion con
CMI de 05 a 32 pg/ml y el otro extremo con un gradiente de cefotaxima o
ceftazidima o cefepime mds una concentracién constante de clavuldnico 4 pg/ml.
Se sospecha la presencia de BLEE cuando el cociente de las CMI de la
cefalosporina sola/cefalosporina mas clavuldnico es 28.

Métodos semiautomaticos
En la actualidad disponemos de varios métodos semiautomdticos como Vitek,

Microscan, BD Phoenix System.

3.7. Resistencias asociadas

La resistencia a los antibiéticos es una de las causas de mayor preocupacion en
los dmbitos clinicos debido a tres importantes aspectos: la aparicién de resistencia
a los nuevos antimicrobianos; la presencia de genes plasmidicos que codifican
resistencia y pueden ser fdcilmente transferidos entre especies; y el aumento de

resistencias ho solo en el ambiente hospitalario sino ademds en la comunidad
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(Wiener, Quinn et al. 1999); la aparicién de las BLEE constituye un problema
adicional de resistencia a los antimicrobianos durante las dos dltimas décadas.

El aumento de BLEE producidas por enterobacterias en estos Ultimos afios ha
generado la necesidad de reevaluar la terapia de estas infecciones. El tratamiento
de las infecciones urinarias debidas a cepas productoras de BLEE presenta
grandes dificultades ya que estas cepas son multirresistentes, limitando por tanto
las alternativas. Son resistentes a todos los betalactdmicos y un 30% a 60% de
ellas también a las asociaciones de betalactdmico/inhibidor de betalactamasa. Son
sensibles a cefamicinas, carbapenémicos. (Gobernado 2005) (Garau 2008)

Los genes que codifican las BLEE estdn normalmente localizados en pldsmidos
conjugativos (bla-tem y bla-sHv), mientras que otros se encuentran frecuentemente
dentro de integrones como bla-ctx-m, bla-ces, bla-vez-1 lo que facilita su
diseminacién. (Machado, Cantén et al. 2005)

La corresistencia de las cepas productoras de BLEE con antimicrobianos de
otras familias y la coexistencia de mecanismos adicionales de resistencia en estas
cepas supone un grave problema terapéutico.

En relacion a la coexistencia con otros mecanismos de resistencia
destacariamos los siguientes:

* Alteraciones de la permeabilidad y resistencia a betalactamicos

Las cefamicinas (cefoxitina, cefotetan...) no son hidrolizadas por las BLEE, por
lo que podrian constituir una opcién para el tratamiento de las infecciones
producidas por cepas productoras de BLEE. (Paterson and Bonomo 2005). Pero
ofros autores observan que la pérdida o modificacién de las porinas en cepas
productoras de BLEE causan resistencia a cefoxitina.

En el caso de los carbapenemas estos son activos frente a cepas productoras
de BLEE e incluso cuando también existe perdida de porinas, aunque en la

actualidad se han encontrado cepas con CMIs elevadas para meropenem.
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« Hiperproduccion de betalactamasas de amplio espectro (TEM-1) y otras
betalactamasas (como AmpC) asociadas a alteraciones en la permeabilidad
puede producir resistencia a inhibidores como amoxicilina/clavuldnico.

En relacién a la corresistencia con otros grupos de antimicrobianos,
numerosos trabajos demuestran que las cepas productoras de BLEE son mds
resistentes a quinolonas, amino glucdsidos y cotrimoxazol que las cepas ho
productoras.

» Resistencia a quinolonas
Mdltiples estudios demuestran que las cepas productoras de BLEE son mds

resistentes a quinolonas, lo cual puede ser debido a mecanismos de tipo

cromosdmico (alteracién en la diana del fdrmaco, superproduccion de bombas de
expulsion activas y pérdida de porinas) y produccion de proteinas mediadas por

pldsmidos de la familia Qnr (QnrA, QnrB, QnrS)

1. Resistencia cromoséomica

1.1. Alteracion en la diana del farmaco

Mutaciones en los genes que codifican la DNA girasa y la topoisomerasa IV
modifican la diana del farmaco. Se ha demostrado que en bacterias gramnegativas,
la primera mutacion ocurre en el gen gyr Ay las mutaciones en los genes parC'y
parE tienen lugar tras las acontecidas en los genes de la girasa. Las cepas con una
sensibilidad reducida a quinolonas tienen al menos una mutacién en gyrAy son
resistentes a dcido nalidixico. Para adquirir un mayor nivel de resistencia, se
necesita una segunda mutacion en gyrAy/o la adquisicion de una mutacion en parc.

1.2. Pérdida de permeabilidad

La alteracion en la membrana externa de las bacterias gramnegativas,
disminuye la entrada del farmaco en la célula. Esto es debido a mutaciones en los
genes estructurales o reguladores de los canales de porinas. En £E.co/i los genes son

ompCy ompF
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1.3. Bombas de transporte activas

La expulsién del antibacteriano desde el medio intracelular al extracelular
mediante transportadores enddgenos activos, es otro de los mecanismos que
causan resistencia a quinolonas. En E.co/i este sistema de transporte, denominado
AcrAB, es una bomba de flujo multifdrmaco que extrae de la célula una variedad

de antibidticos, incluidas las quinolonas.

2. Resistencia mediada por plasmidos

La resistencia a quinolonas mediada por pldsmidos (PMQR) fue descrita por
primera vez en 1998 en un aislamiento de Klebsiella pneumoniae en EEUU. Desde
entonces, han sido descritos al menos tres mecanismos de resistencia: proteinas
de la familia Qnr (QnrA, QnrB, QnrS), una enzima aminoglucédsido
acetiltransferasa AAC (6”)-Ib-cr, y una bomba eflujo QepA. Los tres han sido
identificados en los cinco continentes en diferentes especies de enterobacterias,
fundamentalmente en aislamientos nosocomiales y comunitarios de Klebsiella
pneumoniae, E.coli, Salmonella spp., y Enterobacter spp. (Poirel, Cattoir et al.
2008). Aunque los PMQR confieren sélo bajo niveles de resistencia a quinolonas
y/o fluoroquinolonas, su existencia facilita la seleccién de mutaciones
cromosémicas adicionales de alto nivel de resistencia.

La familia Qnr, el primer tipo de PMQR descrito, fue la proteina Qnr (mds
tarde llamada QnrA), y posteriormente fueron descubiertas en enterobacterias
otras dos QnrB y QnrS, que comparten un 40% y un 59% de identidad
aminoacidica, respectivamente, con QnrA. Todas estas proteinas pueden unirse
directamente a las enzimas DNA girasa y topoisomerasa IV, y las protege de la
inhibicion por ciprofloxacino (Poirel, Cattoir et al. 2008)

Se han identificado en diversos aislamientos clinicos, hasta seis variantes de
gnrA (gnrAl, gnrAZ, gnrA3, gnrA4, gnrA5, gnrA6), cinco variantes de gnrB (gnrBl,
gnrB2, gnrB3, gnrB4 y gnrBb) y dos variantes de g¢nrS (gnrSi, gnrs2). Qnr

pertenece a una familia de pentapéptidos repetidos, de la que se conocen hasta el
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momento mds de 90 miembros.

De acuerdo con los puntos de corte del CLSI, Qnr solo proporciona resistencia

al dcido nalidixico, pero no a fluoroquinolonas (Mammeri, Van De Loo et al. 2005).

Aunque la resistencia a quinolonas conferida por pldsmidos que contienen el gen

gnr es de bajo nivel, el nivel de resistencia a ciprofloxacino es similar o mds alto

que el conferido por mutaciones simples en el gen gyrA. Se ha visto ademds, que la
resistencia fenotipica es estable y g¢gnr facilita la seleccion de mutaciones
cromosémicas adicionales bajo la exposicion de quinolonas (Wang, Tran et al.

2003) permitiendo la aparicién de alta resistencia.

* La resistencia a amino glucésidos esta relacionada con la produccién de
diferentes enzimas modificadores de amino glucdsidos codificados por genes
incluidos en integrones.

* También se han descrito mds resistencia frente a tetraciclinas vy
cotrimoxazol.

En el ftratamiento de las infecciones producidas por microorganismos
portadores de BLEE es importante que el clinico conozca la implicacién de estas

infecciones cuando recibe el informe del laboratorio. (Peterson 2008)
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Objetivos

En el momento de plantearnos el trabajo, las infecciones por Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli productores de Betalactamasas de Espectro
Extendido (BLEE) eran un problema en el hospital. Algunos datos empezaban a
sugerir que las infecciones por £.coli productor de BLEE también podian ser un
problema fuera del hospital.

E. coli es la principal causa de infeccién del tracto urinario (ITU) tanto en
pacientes hospitalizados como en las infecciones de la comunidad, dénde se aisla en
un porcentaje ain mayor.

Como la resistencia a los betalactdmicos podia llevar al uso de otros
antimicrobianos, nos parecié importante saber qué ocurre con los antimicrobianos
habitualmente utilizados para el fratamiento de las ITU en estos E.coli
productores de BLEE, tanto en el dmbito hospitalario como en la comunidad.

El objetivo general de nuestro trabajo fue conocer mejor estos E.coli
productores de BLEE desde el punto de vista microbiolégico para aprender a
detectarlos y a caracterizarlos asi como a determinar su fenotipo de resistencia a
los antibiéticos betalactdmicos asi como a los de otras familias utilizadas en el
tratamiento de la infeccion urinaria. Dado que las fluoroquinolonas han sido de gran
utilidad en el tratamiento de las ITU, determinaremos su resistencia y si ésta
supone un problema afiadido en nuestras cepas.

Por ultimo, nos planteamos analizar algunos aspectos de su epidemiologia, como
su procedencia y su variabilidad genética.

De forma especifica, el presente estudio se planteé con los siguientes

objetivos:
1) Determinar la prevalencia de £. col/i productores de BLEE entre los aislados

procedentes de los urocultivos realizados durante un afio en el laboratorio

de Microbiologia del Hospital Clinico San Carlos.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Evaluar la capacidad de deteccion fenotipica e identificacion presuntiva de
BLEE que aplicamos en el momento actual.

Definir cualitativa y cuantitativamente los perfiles de resistencia a
betalactdmicos.

Determinar los tipos de betalactamasa mas frecuentes en nuestros aislados
y establecer los fenotipos de resistencia a antibiéticos betalactdamicos
conferido por cada grupo de enzimas.

Caracterizar a nivel molecular aislados representativos de cada uno de los
tipos.

Establecer los perfiles de resistencia asociados, esto es, la resistencia a los
antibidticos no betalactdmicos utilizados en el tratamiento de la infeccion
urinaria encontrada en estas cepas y valorar la actividad de nuevos
antibioticos como ertapenemy tigeciclina.

Identificar las cepas resistentes a fluoroquinolonas y determinar en ellas
la presencia de los genes de resistencia a quinolonas de codificacién
plasmidica.

Establecer las posibles relaciones clonales de las cepas.

Relacionar los datos epidemioldgicos de los pacientes que presentaron una

infeccidn urinaria con los diferentes tipos de BLEE.
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Material y Métodos

1. Aislados clinicos

En el laboratorio de Microbiologia del Hospital Clinico San Carlos se aislaron un
total de 5.053 £.co/i procedentes de muestras de orina recibidas durante el afio
2005.

Los aislamientos clinicos fueron identificados usando los paneles del sistema
Wider (Soria Melguizo, S.A. Madrid); se revisaron los 5053 antibiogramas de
E.coli realizados con este sistema y se seleccionaron los aislados con
concentracién minima inhibitoria (CMI) igual o mayores a 2 pg/ml para cefotaxima,
ceftazidima y/o cefepima en los que “el experto” del sistema indicaba "posible
productora de BLEA (BLEE)". Se seleccionaron 198 cepas con estas caracteristica

Del volante adjunto se recopilaron los siguientes datos: origen de la muestra
(ambulatoria u hospitalaria), servicio de procedencia (en las del hospital), sexo y
edad del paciente, asi como fecha y nimero del aislamiento en el servicio de

Microbiologia.

2. Métodos de estudio de sensibilidad a los
antimicrobianos

2.1. Método de dilucién en agar

Esta técnica se utilizé para la confirmacion fenotipica de BLEE segtn el método
del CLSI asi como para la determinaciéon de las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) de las cepas aisladas a los antimicrobianos betalactdmicos y no
betalactdmicos, siguiendo los métodos y criterios establecidos por el CLSI.
(NCCLS 2000)

Se prepararon 12 diluciones al doble para cada uno de los antibiéticos

estudiados. Se utilizd como medio de cultivo Mueller-Hinton agar. El inéculo se
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realizé mediante una suspension en solucion salina (NaCl 0,9%), de cada una de las
cepas, de una turbidez de 0,5 de la escala de Mc Farland lo que equivale a 10°
UFC/ml. Se diluyé para depositar 10° UFC sobre la placa, mediante el replicador de

Steers.

Las placas inoculadas se incubaron a 35°C 24 h. Se definié la CMI como la
menor concentracion del antimicrobiano que inhibié el crecimiento visible para
cada cepa y antibiético, no considerando crecimiento la aparicion de colonias
aisladas ni de un velo débil. Los antibidticos betalactdmicos y no betalactdmicos
estudiados con sus solventes, diluyentes y la casa comercial que los proporcioné se

muestran en las Tablas 5y 6 respectivamente.

Las concentraciones criticas empleadas para definir las categorias de
sensibilidad fueron las recomendadas por el CLSI para Enterobacterias (CLSI

2007)(Tablas 7 y 8)

Se utilizaron como cepas control: E.coli ATCC 25922, E.coli ATCC 35218 y
Staphylococcus aureus ATCC 29213
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Tabla 5.: Solventes, diluyentes y casa comercial de los antibi6ticos

betalactamicos estudiados.

oo Casa

An‘hbno‘hsos Solvente Diluyente

betalactdmicos comercial

Amoxicilina/clavulanico | Buffer fosfato Buffer fosfato | 6SK
pH 6 0.1M pH 6 0.1M

Aztreonam Solucion saturada | Agua Sigma
de Bicarbonato
sodico

Cefoxitina Agua Agua Merck

Ceftazidima Carbonato sédico | Agua 65K

Cefotaxima Agua Agua Aventis

Cefepima Buffer fosfato Buffer fosfato | Merk
pH 6 0.1M pH 6 0.IM

Ertapenem Buffer fosfato Buffer fosfato | Merck
pH 7.2 0.0IM pH 7.2 0.01IM

Imipenem Buffer fosfato Buffer fosfato Merck
pH 7.2 0.0IM pH 7.2 0.01IM

Tabla 6.: Solventes, diluyentes y casa comercial de los antibiéticos no

betalactamicos estudiados

Antibiéticos no Solvente Diluyente Casa

betalactamicos comercial
Ciprofloxacino Agua Agua Bayer
Fosfomicina ° Agua Agua Zambdn
Gentamicina Agua Agua Sigma
Nitrofurantoina Buffer fosfato | Buffer fosfato Sigma

pH 8 0.1M pH 8 0.1M

Tetraciclina Agua Agua Sigma
Tigeciclina Agua Agua Wyeth

% El medio se suplementé con glucosa-6-fosfato (25mg/L)
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Tabla 7.: Concentraciones criticas aplicadas en el estudio de los antibioticos

betalactdmicos

Antibidticos betalactamicos CMI (ug/ml)
Sensible | Intermedio Resistente

Amoxicilina/clavulanico <8/4 16/8 >32/16
Aztreonam <8 16 =32
Cefoxitina <8 16 =32
Ceftazidima <8 16 232
Cefotaxima <8 16-32 =64
Cefepima <8 16 >32
Ertapenem <2 4 =8
Imipenem <4 8 =16

Tabla 8.: Concentraciones criticas aplicadas en el estudio de los antibioticos

no betalactamicos

Antibiéticos no CMI (ug/ml)
betalactdmicos Sensible Intermedio Resistente
Gentamicina <4 8 =16
Tetraciclina <4 8 =16
Tigeciclina <2 4 >8
Ciprofloxacino <1 2 >4
Fosfomicina <64 128 >256
Nitrofurantoina <32 64 >128

2.2. Método del Epsilon-test (E-test)

Para la determinacion de la sensibilidad a trimetoprim-sulfametoxazol

utilizamos la técnica de difusién en placa con las tiras del épsilon—Tes‘r (E-test)

(AB Biodisk, Solna, Suecia) (Brown and Brown 1991)
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Utilizamos placas convencionales con medio Mueller-Hinton. El indculo se
prepard a partir de 3 colonias suspendidas en un tubo con solucién saling,
ajustando la turbidez al 0,5 de la escala de Mcfarland. Las placas se inocularon con
torunda estéril, siguiendo las instrucciones del CLSI, para el método de difusion
con disco (NCCLS 2000). Posteriormente depositamos la tira con antibiético sobre
la superficie del agar. Las placas se incubaron 18 h a 35° C. Consideramos CMI el
punto de interseccion entre el crecimiento bacteriano y la tira de E-Test. En la

tabla 9 queda reflejada la concentracidn critica aplicada para el estudio.

Tabla 9.: Concentracion critica aplicada en el estudio de Trimetoprim-

sulfametoxazol

Antibiéticos no CMI (ug/ml)
betalactdmicos Sensible Intermedio Resistente
Trimetoprim-sulfametoxazol <2/38 - 24/76

3. Pruebas fenotipicas de confirmacion de BLEE

3.1. Test de sinergia de doble disco.

Para confirmar de forma fenotipica la presencia de BLEE utilizamos en primer
lugar el test de sinergia de doble disco descrito por Jarlier et al. (Jarlier, Nicolas
et al. 1988)

Se basa en la utilizacién de inhibidores de betalactamasas en un antibiograma
convencional.

Se realizd por difusion en agar utilizando una placa de Mueller-Hinton
(BioMérieux, Marcy - |'Etoile. Francia) la cual se inocula con una suspension
bacteriana ajustada al patrén 0,5 de la escala de Mc Farland. Sobre ella se
colocaron los discos (Becton Dickinson) de carga estdndar (30 ug) de cefotaximay

ceftazidima a una distancia de 20 mm (de centro a centro) de un disco de
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amoxicilina /dcido clavuldnico (20/10 mg) colocado en el centro. Las placas se
incubaron a 37°C 24 horas.

Se considerd sinergia positiva cuado se observé una ampliacion o distorsion del
halo de inhibicién de cefotaxima y/o ceftazidima en la zona de interseccion con

amoxicilina/clavulanico.

3.2. Prueba confirmatoria para BLEE del CLSI

Se determinaron las CMIs de ceftazidima y cefotaxima solas y en combinacion
con 4 pg/ml de dcido clavuldnico.

Se consideraron productoras de BLEE las cepas que presentaron una
disminucién de la CMI igual o mayor a 3 concentraciones al doble para cefotaxima
y/o ceftazidima en combinacién con clavuldnico con respecto a la CMI del
antibidtico solo. (CLSI 2007)

Se determinaron ademds las CMIs de aztreonam y cefepima solas y en

combinacion con 4 pg/ml de dcido clavuldnico.

4. Determinacion del punto isoeléctrico

4.1. Obtencién del extracto crudo enzimatico

Las betalactamasas se extraen mediante lisis celular por el procedimiento de
sonicacidn, obteniéndose un material que corresponde a todo el contenido proteico,
incluyendo a las betalactamasas, es lo que denominamos extracto crudo
enzimdtico.

Realizamos una suspension de una colonia de cada aislado de E.co/ien 4 ml de
Mueller Hinton caldo en un tubo Falcén e incubamos con agitacién (50 rpm) en bafio
Maria a 37°C toda la noche. Con el fin de obtener colonias en fase exponencial,
afiadimos 35 ml de medio fresco a los 4 ml crecidos e incubamos en las mismas
condiciones anteriores 120 minutos. Centrifugamos 15 minutos a 3000 rpm.

Decantamos y lavamos con 10 ml de PBS. Volvemos a centrifugar 20 minutos a
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3000 rpm. Decantamos. Queda el pellet, que puede congelarse seco hasta que se
vaya a sonicar.

Realizamos la sonicacién en frio, con hielo picado para evitar la
desnaturalizacién proteica. Resuspendemos la bacteria en 1,5 ml de PBS. Pasamos a
un tubo eppendorf. Utilizamos el sonicador (Sonifier B-12. Branson Sonic Power
Company. Dambury. Connecticut) en la posicién 3. Hicimos 3 ciclos de 15 segundos.

El sonicado se clarificé por centrifugacién 2 minutos a 15.000 rpm en
centrifuga Eppendorf.

Confirmamos la presencia de una betalactamasa en la cepa estudiada por
aparicion de una coloracion rojiza al afadir 5ul de nitrocefin (Oxoid, Basingstoke,

UK) a una concentracién de 500 pg por ml, a 54l del sobrenadante obtenido.

4.2. TIsoelectroenfoque

El IEF es una técnica de alta resolucion para la separacién de las proteinas en
funcion de sus puntos isoeléctricos. Se trata de un tipo de electroforesis. Se basa
en el desplazamiento de las moléculas en un gradiente de pH. Las moléculas
anfotéricas, se separan en un medio en el que existe una diferencia de potencial y
un gradiente de pH .

La region del dnodo es dcida y la del cdtodo es alcalina. Entre ambos se
establece un gradiente de pH tal que las moléculas que se han de separar tengan
su punto isoeléctrico dentro del rango. Las sustancias que inicialmente se
encuentran en regiones de pH inferior a su punto isoeléctrico estardn cargadas
positivamente y migraran hacia el cdtodo, mientras aquéllas que se encuentran en
medios con pH mds altos que su punto isoeléctrico tendrdn carga negativa y
migrardn hacia el dnodo. La migracién las conducird a una regiéon donde el pH
coincidird con su punto isoeléctrico, tendrdn una carga neta nula y se detendran.
De esta forma las moléculas anfotéricas se sitlan en estrechas bandas donde
coincide su punto isoeléctrico con el pH. (Huovinen 1988)

Se utilizaron geles PhastGel IEF 3-9 (Pharmacia, Upsala, Suecia) que cubren un
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rango de pH de 3 a 9, son geles de poliacrilamida conteniendo Pharmalyte
portador de anfolitos.

El isoelectroenfoque de las muestras se realizé segln la técnica descrita por
Houvinen (Huovinen 1988) utilizando el aparato denominado Phastsystem
(Pharmacia, Uppsala, Suecia) siguiendo el protocolo del fabricante.

El revelado se efectué afiadiendo 20-40 pl de una solucién de nitrocefin (500
pg/ml) a la superficie del gel, que dard lugar a la aparicion de bandas a distintas
alturas dependiendo de su pI.

Para la determinacion de los puntos isoeléctricos se utilizaron las siguientes
cepas control de GEMARA (Grupo de estudio de los mecanismos de accion y

resistencia a los antimicrobianos de la SEIMC) con pI conocidos (Tabla 10).

Tabla 10.: Cepas control utilizadas para la determinacion del punto

isoeléctrico

N° de cepa Tipo de BLEE pI

E.coli productor de p-lactamasa de amplio | 5.4
CC6-01 espectro clase A (TEM-1) 81

+ BLEE (CTX-M14)

E.coli productor de Pp-lactamasa de amplio | 5.4

CC6-02 espectro clase A (TEM-1) 80
+ BLEE (CTX-M9)
CCG-03 E.coliproductor de BLEE (CTX-M10) 8,1

E.coli productor de Pp-lactamasa de amplio | 5.4
CCG-04 espectro clase A (TEM-1) 8 2

+ BLEE (SHV-12)

Los valores obtenidos de IEF fueron correlacionados como betalactamasas
TEM, SHV, CTX-M, OXA y otras en (6. Jacoby and K. Bush, amino acid sequences
for TEM, SHV y OXA extended-spectrum and inhibitor resistant p-lactamases

http://www.lahey.org/studies/webt.htm.
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5. Estudios genéticos

5.1. Extraccion de DNA

El DNA genomico se extrajo mediante las columnas de purificacién de DNA
QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN).

Las células son lisadas durante una corta incubacién con Proteinasa K en
presencia de una sal caotrdpica (CLH de guanidina) y los dcidos nucleicos quedan
retenidos en la fibra de vidrio del filtro de la columna.

Los dcidos nucleicos unidos son tratados con el fin de eliminar los inhibidores

contaminantes y finalmente son recuperados usando un tampdn de elucion.

5.2. Calculo de la concentracion de DNA

Tras la extraccién, se determind la concentracién de DNA de cada una de las
muestras. Para ello se midié la absorbancia a 260nm en espectrofotémetro
(Ultrospec” 1000, Amersham Pharmacia Biotech) de cada uno de los extraidos. Los
cdlculos de la concentracion de ADN se realizaron teniendo en cuenta que 1.0
unidad de Azeonm de DNA de doble cadena equivale a una concentracién de 50

ug/mil.

5.3. Amplificacion de los genes que codifican para BLEE

Para la amplificacién de los genes bla—em, bla-sny, bla-crx-m se utilizaron los

iniciadores que se muestran en la Tabla 11
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Tabla 11.: Secuencia de los iniciadores utilizados para la amplificacion

Gen Iniciador Secuencia del iniciador (5'-3') | Tamafio
BLAT-A TAA AAT TCT TGA AGA CG
b/a—TEM 1074 Pb
BLAT-B TTA CCA ATG CTT AATCA
bla-sny SHV1 ATG CGT TAT ATT CGC CTG TGT 500 bb
SHV?2 TTAGCG TTG CCA GTG CTC P
CTX-M SCS ATG TGC AGY ACC AGT AA*
consensus F
543 pb
CTX-M CCG CRA TAT GRT TGG TGG TG*
bla- crx-m | consensus R
CTX-M9F GTG ACA AAG AGA GTG CAA C66 856 ob
P
CTX-M9 R ATG ATT CTC GCC GCT GAA GCC

*S=GoC, Y=CoT.R=Ao06

Para cada reaccién de amplificacién las concentraciones finales en la mezcla de
reaccion fueron: 200-400 ng de DNA diana, 1X de buffer 10X (100mM Tris-HCI
pH 8.3, 500 mM de KCI), 1.5 mM de MgCl,, 0.5 pM de cada oligonucleétido, 200 pM
de los dNTPs, 0.1% de Tritén X100y 2.5 U de Taq polimerasa. El volumen, hasta
50 ul, se completd con agua destilada estéril.

La amplificaciéon se realizd en un termociclador de Perkin Elmer y las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

bla-vem

3 minutos de desnaturalizacién inicial a 93°C, 30 ciclos (desnaturalizacién 1
minuto a 93°C, hibridacién 1 minuto a 40°C y extensién 1 minuto a 72°C), seguidos
de una extensién final de 5 minutos a 72°C

bla-suy

3 minutos de desnaturalizacién inicial a 93°C, 35 ciclos (desnaturalizacién 1
minuto a 93°C, hibridacién 1 minuto y 30 segundos a 58°C y extensién 1 minuto a

72°C), sequidos de una extensién final de 5 minutos a 72°C
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bla-crx-m

En el caso de los iniciadores consensus las condiciones fueron: 4 minutos de
desnaturalizacién inicial a 94°C, 35 ciclos (desnaturalizacién 1 minuto a 94°C,
hibridacion 1 minuto a 50°C y extension 1 minuto a 72°C), seguidos de una
extensién final de 5 minutos a 72°C

En el caso de la amplificacién con los iniciadores de bl/a-crx-mo las condiciones
fueron: 4 minutos de desnaturalizacidn inicial a 94°C, 35 ciclos (desnaturalizacién
1 minuto a 94°C, hibridacién 1 minuto a 62°C y extensién 1 minuto a 72°C),

seguidos de una extensién final de 5 minutos a 72°C.

5.4. Amplificacion de los genes de resistencia a

quinolonas

Para la amplificacion y deteccion de los genes que confieren resistencia
cromosémica (gyrAy parc)y plasmidica (gnrA, gnrBy gnrS)a las fluoroquinolonas
se utilizo la PCR.

Como cepa control para el gen gnrA utilizamos una cepa de Klebsiella
pneumoniae cedida por José Manuel Rodriguez Martinez de la facultad de
Medicina de la universidad de Sevilla (Espafia). Las cepas control para los genes
gnrBy gnrs fueron cedidas amablemente por Huis Martinez-Martinez del Servicio
de Microbiologia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander
(Espafia): Ref-137: gnrB (E.coli), 06/2296: gnr S (K. pneumoniae).

Los genes gyrA, parC, gnrA, gnrBy gnrS fueron amplificados con los primers
que se detallan en la tabla 12

Los oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de gyrA fueron descritos
por (McDonald, Chen et al. 2001) los del gen parcC por Komp (Lindgren 2003) y los
de los genes gnr fueron descritos por (Cattoir, Poirel et al. 2007) (Jacoby, Walsh
et al. 2006)
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Tabla 12.: Primers utilizados en la distintas PCRs.

Nombre de los Tamatio
Gen : Secuencia del primer (5" — 3) fragmento
primers
(pb)
gyrab CGACCTTGCGAGAGAAAT
gyrA 626
gyra631R GTTCCATCAGCCCTTCAA
parCF43 AGCGCCTTGCGTACATGAAT
parC 964
parCR981 GTGGTAGCGAAGAGGTGETT
gnrA f GGGTATGGATATTATTGATAAAG
gnrA 658
gnrAr CTAATCCGGCAGCACTATTA
gnrB f GGMATHGAAATTCGCCACTG
gnrB 264
gnrB r TTTGCYGYCGCCAGTCGAA
gnrS f GCAAGTTCATTGAACAGGGT
gnrsS 428
gnrSr TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

M:AGC H AGCoT,Y:C6T.

Las amplificaciones de gyrA, parc, gnrA, gnrBy gnrS fueron realizadas en un
volumen final de 25 pl conteniendo: 1 yM de cada primer, 200 uM de dNTPs, 1x del
buffer de reaccion (con 1,5 mM de Mg Cl;), 1 U de Taq polimerasa (AmpliTaqg DNA
Polymerase, Roche Molecular Systems), y 150 ng de DNA.

Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en el termociclador Perkin Elmer
ONA Termal Cyclery las condiciones fueron las siguientes:

gyrA: Desnaturalizacién durante 5 min. a 95°C, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacién (94°C 1 min.), annealing (60°C 1 min.) y extensién (72°C 1 min.),
seguido de un ciclo final de 5 min. a 72°C.

parC. Desnaturalizacién durante 5 min. a 94°C, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacién (95°C 1 min.), annealing (53°C 1 min.) y extensién (72°C 1 min.),

seguido de un ciclo final de 5 min. a 72°C.
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gnrA: Desnaturalizacién durante 5 min. a 95°C, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacién (94°C 1 min.), annealing (54,5°C 1 min.) y extensién (72°C 1 min.),
seguido de un ciclo final de 5 min. a 72°C.

gnrB: Desnaturalizacion durante 3 min. a 94°C, seguido de 32 ciclos de
desnaturalizacién (94°C 45"), annealing (53°C 45") y extensién (72°C 1 min.), y por
dltimo un ciclo final de 10 min. a 72 °C.

gnrS: Desnaturalizacién durante 10 min. a 95°C, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacién (95°C 1 min.), annealing (57°C 1 min.) y extensién (72°C 1 min.), y

por (ltimo un ciclo final de 10 min. a 72 °C.

5.5. Deteccion de los amplificados por electroforesis

en geles de agarosa.

Los productos obtenidos tras la amplificacion se analizaron mediante
electroforesis, utilizando geles de agarosa al 1.5% en tampén T.A.E. (Tris-Acetato
EDTA) 1X con Bromuro de Etidio. La visualizacién de los productos amplificados se
realizé en un transiluminador de luz ultravioleta. En cada reaccién de PCR se
incluyeron un control positivo de amplificacién y un control negativo.

Como marcadores de peso molecular se utilizaron 100 pb y 100-2000 pb
(Dominion. MBL).

Para la deteccion y caracterizacién de las betalactamasas por amplificacién del
DNA mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y en el
isoelectroenfoque para la determinacion de los puntos isoeléctricos se utilizaron
las mismas cepas control de GEMARA (Grupo de estudio de los mecanismos de

accién y resistencia a los antimicrobianos de la SEIMC)

5.6. Secuenciacién de los productos de PCR

Un paso previo a la secuenciaciéon de los productos amplificados, fue su

purificacion mediante el kit comercial ExoSAP-IT (USB Corporation, Cleveland,
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USA), para hidrolizar los dNTPs y oligonucledtidos sin consumir, que pueden
interferir en la reaccién de secuenciacién posterior. Este kit contiene dos enzimas
hidroliticas: una exonucleasa que degrada los primers residuales, y una fosfatasa
alcalina que degrada los dNTPs remanentes tras la reaccion de PCR.

Una vez purificados se determinaron las secuencias de nucleétidos en ambas
direcciones utilizando un secuenciador automdtico (ABI PRISM 3100 v.3.7 Applied
BioSystems).

6. Andlisis epidemiolégico de las cepas mediante

(RAPD)

La técnica de RAPD (random amplified polymorphic DNA) consiste en una
amplificacién aleatoria de fragmentos de DNA cromosdomico mediante el empleo de
iniciadores arbitrarios en una reaccion en cadena de la polimerasa. El objetivo es
determinar la relacién epidemioldgica y el grado de polimorfismo de las cepas de £
coli productoras de BLEE.

Para la amplificacién se emplearon los tubos Ready to go (Amersham
Biosciences) que contienen buffer de alta calidad, nucledtidos y DNA polimerasa
recombinante, de manera que solo el DNA y el cebador deben ser adicionados por
lo que se reduce significativamente la posibilidad de errores y aumenta la
reproducibilidad.

La secuencia de nucleétidos utilizada como iniciador fue:
ERIC-2: 5'-AAG TAA 6TG ACT 666G GTG AGC G-3'
Se utilizaron 50 ng del DNA y una concentracion final de cebador 0,2 uM.

Programa de amplificacion para el ensayo RAPD

Desnaturalizacion | 94° ¢ 1 minuto

Hibridaciéon 45°C 1 minuto 45 ciclos

Elongacion 74°C 1 minuto
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El andlisis de los fragmentos obtenidos se realizé por electroforesis en geles
de agarosa, con buffer T.A.E. Aplicamos una corriente de 12 mV toda la noche.
Revelamos con luz ultravioleta y lo fotografiamos con cdmara Polaroid. Para uno

de los geles utilizamos el sistema de tratamiento de la imagen de Biorad.

7. Calculos estadisticos

Para la recogida y manejo de datos utilizamos el programa Microsoft Access.
La comparacién de la prevalencia a la resistencia a los antibidticos entre nuestras
cepas y el grupo control se realizo mediante el valor de p < 0.01 y cuando fue
necesario el test exacto de Fisher. Como medidas de asociacion se calculo la odds
ratio (OR) con un intervalo de confianza (IC) del 95%. En todas las comparaciones
se realizo la hipétesis nula con una p < 0.01. El andlisis estadistico se realizo con el

programa informdtico EpiInfo versién 6.04.
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Resultados

1. Aislados clinicos

En el laboratorio de Microbiologia del Hospital Clinico San Carlos se aislaron un
total de 5.053 £.coli procedentes de muestras de orina recibidas durante el afio
2005.

Los aislamientos clinicos fueron identificados usando los paneles del sistema
Wider (Soria Melguizo, S.A. Madrid); se revisaron los 5053 antibiogramas de £.coli
realizados con este sistema y se seleccionaron los aislados con concentracién
minima inhibitoria (CMI) igual o mayor a 2 pg/ml para cefotaxima, ceftazidima y/o
cefepima en los que “el experto” del sistema indicaba "posible productora de BLEA
(BLEE)". Se seleccionaron 198 cepas con estas caracteristicas, lo que supone una
prevalencia del 3,9%.

A estas 198 cepas se les realizaron pruebas fenotipicas de confirmacion (test
de sinergia de doble disco y prueba confirmatoria para BLEE del CLSI)
confirmdndose la produccion de BLEE en 189 cepas lo que supone una prevalencia
del 3,7%. Se eliminaron las 9 cepas que dieron ambas pruebas confirmatorias

negativas.

2. Pruebas fenotipicas de confirmacion de BLEE

2.1. Test de sinergia de doble disco

Para confirmar de forma fenotipica la presencia de BLEE utilizamos en primer
lugar el test de sinergia de doble disco. Dicho test fue positivo en el 100% de las
cepas estudiadas (189/189).

En las figuras 7, 8 y 9 se muestran los test de sinergia para las cepas n° 163,

135y 146,
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Resultados

CMIs: CTX=1, CAZ=64

Figura 7.: Test de sinergia de doble disco cepa n°® 163: izquierda, ceftazidima 30 ug;
centro amoxicilina+clavuldnico 20 + 10 yg; derecha, cefotaxima 30 yg. El microorganismo
es una cepa de £.coliproductora de una BLEE del tipo SHV-12 con qnrB-19.

CMIs: CTX=129, CAZ=129

Figura 8.: Test de sinergia de doble disco cepa n® 135: izquierda, ceftazidima 30 pg;
centro amoxicilina+clavuldnico 20 + 10 pg; derecha, cefotaxima 30 yg. El microorganismo
es una cepa de £.co/iproductora de BLEE del tipo TEM-24 y CTX-M-15.
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Resultados

- .it J CMIs: CTX=128, CAZ=129

.}  id =
Figura 9.: Test de sinergia de doble disco cepa n® 146: izquierda, ceftazidima 30 pg;
centro amoxicilina+clavuldnico 20 + 10 yg; derecha, cefotaxima 30 yg. El microorganismo
es una cepa de E.coliproductora de BLEE de los tipos TEM -1y CTX-M-15.

2.2. Prueba confirmatoria para BLEE del CLST

Se determinaron las CMIs de ceftazidima y cefotaxima solas y en combinacion
con 4 pg/ml de dcido clavuldnico.

La tabla 13 muestra los resultados del n® de cepas con cada valor de CMI 'y %
acumulativos obtenidos frente a los siguientes antibidticos betalactdmicos:

cefotaxima, ceftazidima, solas y con dcido clavuldnico.
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Tabla 13.: N° de cepas con cada valor de CMI y % acumulativos. -

Antibidticos Valores de CMI
betalactdmicos <0,03 | 0,06 0,12 | 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 | >128
n° de
12 19 18 42 32 20 19 17 10
Cefotaxima cepas
% acumul. 6,3% 16,4% 25,9% 48 1% 65,0% 75,6% 85,7% 94,7% 100%
n° de
Cefotaxima- 34 84 53 16 1 1
cepas
clavulanico o - o ., a o o ° o
% acumul. 17.9% 62,4% 90,4% 98,9% 99,4% 99,4% 99,4% 100%
n° de
3 27 38 32 3 8 26 31 21
Ceftazidima cepas
% acumul. 15% 15,8% 35,9% 52,9% 54,4% 58,7% 72,4% 88,8% 100%
n° de 1 4 4 1 1
T 2 9 33 16 1
Ceftazidima cepas
clavuldnico
% acumul. 0,5% 2,6% 24 8% 73,0% 90,4% 98,9% 99,4% 100%

86




El 100% (189/189) de las cepas presentaron una disminucién de la CMI igual o
mayor a 3 concentraciones al doble para cefotaxima-clavuldnico con respecto a
cefotaxima sola. Por lo tanto se confirma la presencia de BLEE.

El 62,4% (118/189) de las cepas presentaron una disminucion de la CMI igual o
mayor a 3 concentraciones al doble para ceftazidima-clavuldnico con respecto a
ceftazidima sola. En la tabla 14 vemos la concordancia entre el confirmatorio de

ambas cefalosporinas.

Tabla 14.- Concordancia entre el confirmatorio con cefotaxima y ceftazidima

CAZ vs. CAZ/clav.

>3 diluciones | <3 diluciones Total

>3 diluciones 118 71 189
CTX vs. <3 diluciones 0 0 0
CTX/clav.

Total 118 71 189

Determinamos ademds las CMIs de cefepima y aztreonam solas y en
combinacion con 4 pg/ml de dcido clavuldnico. La tabla 15 muestra los resultados del

n°® de cepas con cada valor de CMI y los % acumulativos obtenidos.
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Tabla 15.: N° de cepas con cada valor de CMI y % acumulativos. -

Antibidticos

betalactdmicos

VALORES DE CMI

<0,03 | 006 | 0,12 | 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 | »128

n° de cepas 1 1 21 33 24 16 24 31 25 12 1
Aztreonam

% acumul. 05% 1,0% 121% | 296% | 423% | 507% | 634% | 79.8% | 93.1% | 99.4% | 100%
Aztreonam- n° de cepas 41 71 63 12 2
clavuldnico | o i | 216% | 59.2% | 925% | 98.9% | 100%

n° de cepas 2 4 9 22 19 29 34 27 23 14 5 1
Cefepima

% acumul. 1,0% 31% 79% | 195% | 296% | 449% | 629% | 772% | 894% | 96,8% | 994% | 100%
Cefepima- n® de cepas 109 51 28 1
clavuldnico | o\l | 576% | 846% | 994% | 100%
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El 100% (189/189) de las cepas presentaron una disminucién de la CMI igual o
mayor a 3 concentraciones al doble para aztreonam-clavuldnico con respecto a
aztreonam solo.

El 95,7% (181/189) de las cepas presentaron una disminucion de la CMI igual o
mayor a 3 concentraciones al doble para cefepima-clavuldnico con respecto a
cefepima sola. En la tabla 16 vemos la concordancia entre el confirmatorio de
ambos antibioticos. Cefepima es la que da las CMIs mas bajas y la que se inhibe
mejor con clavuldnico, ya que el 84% presento una CMI ¢ 0,06 pg/ml de

cefepima/clavuldnico y el 100% con una CMI de 0,25 pg/ml.

Tabla 16.: Concordancia entre el confirmatorio con aztreonam y cefepima

CEF vs CEF/clav.
>3 diluciones | <3 diluciones Total
>3 diluciones 181 8 189
AZT vs <3 diluciones 0 0 0
AZT/clav.
Total 181 8 189

Para confirmar la presencia de BLEE el comparativo menos eficaz fue

ceftazidima- ceftazidima /clavuldnico.

3. Sensibilidad a los antimicrobianos betalactamicos

La tabla 17 muestra los resultados del n® de cepas con cada valor de CMI 'y %
acumulativos obtenidos frente a los antibidticos betalactdmicos estudiados. La
tabla 18 muestra CMIso, CMI9 y porcentaje de cepas sensibles, intermedias y
resistentes para cada antibiético betalactdmico; asi como el rango.

Los porcentajes de resistencia fueron definidos como la suma de las categorias

intermedia y resistente.
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Tabla 17.: n°® de cepas con cada valor de CMI y % acumulativos. -

Antibidticos Valores de CMI
betalactamicos 0,06 012 0,25 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >128
. n° cepas 8 30 73 69 3 2 4
Amoxi/clav
% acumul. 4,2% 20,1% 58,7% 95,2% 96,8% 97.8% 100%
L n° cepas 2 8 63 66 33 17
Cefoxitina
% acumul. 1,0% 5,2% 38,6% 73.5% 91,0% 100%
] n° cepas 12 19 18 42 32 20 19 17 10
Cefotaxima
% acumul. 6,3% 16,4% 25,9% 48.1% 65,0% 75.,6% 85,7% 947% | 100%
L n° cepas 3 27 38 32 3 8 26 31 21
Ceftazidima
% acumul. 15% 15,8% 35,9% 52,9% 54.4% 58,7% 72.4% 88,8% | 100%
n° cepas 1 1 21 33 24 16 24 31 25 12 1
Aztreonam
% acumul. 0,5% 1,0% 12,1% 296% | 42,3% 50,7% 63,4% 79,8% 93,1% 99.4% | 100%
] n° cepas 2 4 9 22 19 29 34 27 23 14 5 1
Cefepima
% acumul. 1,0% 3.1% 7.9% 19,5% 29,6% 44.9% 62,9% 77.2% 89.4% 96,8% 99,4% 100%
. n° cepas 2 68 95 18 6
Imipenem
% acumul. 1,0% 37.0% 87.3% 96,8% 100%
n° cepas 167 16 2 4
Ertapenem
% acumul. 88,3% 96,8% 97.8% 100%
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El 36,5 % tuvo una CMI para amoxicilina/clavuldnico de 16/8 pg/ml, el 4,8 %
fue superior y el 58,7 % fue inferior o igual a 8/4 ug/ml.

El 85% de las cepas tuvo unas CMIs de cefoxitina que oscilaron entre 2 y 8
pg/ml, el 8,9% presento una CMI de 16 pg/ml.

La distribucion de los valores de CMI para cefotaxima, ceftazidima, aztreonam
y cefepima queda reflejada en los grdficos 1, 2, 3y 4.

El rango de las CMIs para cefotaxima y ceftazidima empieza en un 1 pg/ml, si
utilizamos como punto de corte para screening de BLEE una CMI > 2 pg/ml
tenemos que utilizar simultdneamente estos dos antibidticos. Las doce cepas que
presentaron para cefotaxima una CMI de 1 yg/ml, presentaron CMIs > 2 pg/ml para
ceftazidima y aztreonam. Las tres cepas que presentaron una CMI de un 1 pg/ml

para ceftazidima presentaron CMIs > 2 pg/ml para cefotaxima.

Grafico 1.: CMIs de Cefotaxima
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Grafico 2.: CMIs de Ceftazidima
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Grafico 3.: CMIs de Aztreonam
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6rafico 4.: CMIs de Cefepima
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Cefotaxima presento una distribucién unimodal en torno a 8 ug/ml, al igual que
cefepima que se distribuyé en torno a 4 pg/ml.

Ceftazidima presento una distribucién bimodal con dos picos uno en 4 pg/mly
otro en 128 pg/ml, al igual que aztreonam que presento un pico en 2 pg/mly otro en

32 pg/ml

Tabla 18.: CMI50, CMI90 y porcentaje de cepas Sensibles, Intermedias y

Resistentes para cada antibidtico, asi como el rango.

Antibioticos CMI50 | CMI90 | Rango % S % I % R
betalactamicos

Amoxicilina/clavulanico 8 16 2-128 58,7 36,5 4.8
Cefoxitina 4 16 1-16 91 9 -
Cefotaxima 8 128 0.06- | 481 | 170 | 349

>128

Ceftazidima 8 128 1->128 52,9 1,6 455
Aztreonam 8 64 | 0,06-128 | 50,7 12,8 365
Cefepima 4 32 0,06-128 | 77,2 12,2 10,6
Imipenem 0,12 0,5 0,06-1 100 - -
Ertapenem <003 | 025 | 0,06-05 | 100 - -

El 36,5 % de las cepas resulto intermedia para amoxicilina/clavuldnico, el 4,8
% fue resistente y el 58,7 % fue sensible con una CMI inferior o igual a 8/4
pg/ml.

No hubo ninguna cepa resistente a cefoxitina, obteniéndose un 9% de cepas
intermedias.

Todas las cepas fueron sensibles a carbapenemes (imipenem, ertapenem).

Como vemos en la tabla 17 algunos aislados productores de BLEE aparecen como
sensibles a las cefalosporinas de tercera generacién si utilizamos los puntos de

corte convencionales. Si fomamos los puntos de corte del CLSI la sensibilidad a
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cefalosporinas viene indicada por una CMI < 8 pg/ml. De manera que nuestras
cepas productoras de BLEE fueron sensibles en un 48% (91/189) a cefotaxima, un
52,9% (100/189) a ceftazidima, un 50,7% (96/189) a aztreonam y un 77,2%
(146/189) a cefepima.

Simultdneamente a cefotaxima y ceftazidima lo fueron en un 32% (60/189).
Cuatro cepas dieron una CMI > 8 pg/ml para aztreonam siendo sensibles a
cefotaxima y ceftazidima. Cefepima no aporto la deteccion de mds cepas
resistentes. Un 29,6% (56/189) de las cepas estudiadas presentan CMIs <8 pg/ml
para cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima. Por lo tanto se informarian
como sensibles si no se hubiera realizado una prueba de screening para BLEE y sin
embargo las cepas producen una enzima con capacidad para hidrolizar estos

antibidticos betalactdmicos.

Encontramos cuatro fenotipos de resistencia al relacionar los resultados

obtenidos con cefotaxima y ceftazidima: (sensible CMIs <8 pg/ml)

* Un 21% (40/189) de las cepas presentaron un patron de cefotaxima

resistente y ceftazidima sensible.

* En un 16% (31/189) de las cepas la ceftazidima fue resistente y la

cefotaxima sensible.

« Un 31% (58/189) de las cepas aisladas son resistentes a los dos

antibidticos.

« Un 32% (60/189) de las cepas aisladas son sensibles a los dos antibiéticos

como ya comentamos.

4. Punto isoeléctrico

La figura 10 muestra la confirmacién de la presencia de una betalactamasa en el
extracto crudo enzimdtico de la cepa estudiada por la aparicién de una coloracién

rojiza al afiadir nitrocefin.
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Resultados

Figura 10.: Prueba nitrocefin

El nimero de bandas detectadas por isoelectroenfoque fueron las siguientes:
un 68% (129/189) de las cepas estudiadas presento una banda, un 30% (56/189)

dos bandas y un 2% (4/189) tres bandas lo cual podemos ver en el grafico 5.

Grafico 5.: n° de bandas detectadas por isoelectroenfoque
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Resultados

Todos los extractos enzimdticos presentaron bandas detectables en el
isoelectroenfoque excepto uno cepa 126 (CTX-M no grupo 9) lo que puede ser
debido a que su actividad enzimdtico es inferior al limite de deteccion del método
empleado en el revelado.

En la figura 11 podemos ver la imagen de un isoelectroenfoque con bandas

compatibles con TEM, SHV y CTX-M.

Figura 11.: Isoelectroenfoque

Los resultados de la TEF podemos verlos en las tablas 19 y 20.
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Tabla 19.: Sensibilidades a antibioticos betalactamicos e IEF de las BLEE

o

Punto n CMI (ug/ml) de:
isoeléctrico | aislamientos | Amox/clav | Cefoxitina | Cefotaxima | Ceftazidima | Aztreonam Cefepima | Imipenem | Tipo de betalactamasa

7,6/84 3 8-16 4.8 64-128 32-128 8-32 4-16 0,12-0,25 3 SHV/CTX-M
7,6/80 1 8 8 8 4 4 1 0,25 SHV/CTX-M
7,5/8,0 1 4 2 32 32 16 4 05 SHV/CTX-M
7,0/8,0 1 8 4 32 64 16 8 0,25 SHV/CTX-M-9
6,5/7,0 1 8 16 129 129 128 64 0,12 TEM/CTX-M
6,3/8,0 2 8-16 4-8 1-8 4-8 2-4 1-4 0,12 TEM/CTX-M-9 TEM/CTX-M
5,3/8,0 9 2-16 2-16 2-128 2-129 2-64 0,25-32 0,12-0,25 7;&?&'\;‘\/\9
5,3/7,8 2 8 2 1 64 32 05 05 TEM/SHV y TEM/CTX-M
5,3/6,9 2 16-128 4-8 32-129 129 8-64 8-32 0,12-05 2 TEM/CTX-M

8.8 1 16 4 128 128 64 16 0.25 CTX-M

8,4 4 4 8 32 64 32 16 0,12 CTX-M-9

8.3 1 16 4 129 129 128 64 0.25 CTX-M

8,2 15 2-16 1-16 1-64 2-129 1-129 0,12-16 0,12-0,25 4 Shvi CTX;\l"’[\)‘g LETX-MS

8,1 5 2-16 1-16 1-129 4-129 2-128 0,12-32 0,06-0,25 4 CTX-M 1ND

8 46 2-16 1-16 1-128 1-128 1-64 0,12-16 0,12-05 33611S->IEIVN/\C9‘|'§(1ACAT;<M

7.9 4 8 2 8 4 2 2 0,25 3CTX-M 1ND

78 18 2-16 2-16 1-32 2-128 1-32 0,25-8 0,12-0,25 23 SHV 5 CTX-M

97




Tabla 20.: Sensibilidades a antibioticos betalactamicos e IEF de las BLEE

Punto
isoeléctrico

no

aislamientos

CMI (ug/ml) de:

Amox/clav | Cefoxitina | Cefotaxima | Ceftazidima | Aztreonam | Cefepima | Imipenem | Tipo de betalactamasa
7.6 6 8-16 2-16 1-32 2-8 1-16 2-8 012025 | 4CTX-MISHV.Lno TEM, SHY,
CTX-M

7.3 1 16 4 64 128 64 16 0,25 CTX-M
7.2 3 16 2-8 16-128 4-128 4-64 4-16 0,12-0,25 TEM/CTX-M-9 2 CTX-M

7 5 8-16 2-16 8-129 2-129 2-128 2-64 0,12-0,25 1SHV/CTX-M 2 CTX-M 2SHV
6.9 6 4-16 2-8 1-64 2-64 1-32 05-16 0,12-0,25 2 CTX-M-9 4 CTX-M

6,8 3 8-32 4-8 32-129 8-129 8-128 8-128 012-05 2 CTX-M-9 1CTX-M

6.4 1 8 2 16 4 4 4 0,25 TEM

6 3 8-16 1-2 4-8 4-8 2 1-2 0,25 TEM

5,6 1 8 4 8 2 2 2 0,25 TEM
5,4 27 2-128 0,5-16 1-129 1-129 0,5-128 0,06-32 012-05 | 25 TEM1SHV/CTX-M,1 CTX-M
53 18 4-128 2-128 1-129 1-129 0,25-128 0,06-64 0,12-05 3 TEM/CTX-M 17 TEM
ND 1 8 16 129 129 128 32 0,12 TEM
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Como vemos en las tablas 19 y 20 el pI mas frecuentemente encontrado fue una
banda de 5,4, la combinacién mas frecuente dos bandas 5,3/8,0.

Un problema habitual en la caracterizacién de las BLEE es que con frecuencia
se asocian a betalactamasas de amplio espectro, de manera que cuando se
observaron dos o mas bandas en el isoelectroenfoque, las que presentaron un pI de
5,4 se consideraron TEM-1. En nuestro trabajo consideramos que un 27% (51/189)

de las cepas productoras de betalactamasas con pI de 5,4 eran TEM-1.

5. Caracterizacion de las BLEE

Hemos estudiado 189 cepas productoras de BLEE, cuyos genes fueron
caracterizados por PCR usando primers especificos para TEM, SHV, CTX-M y CTX-
M grupo 9. Un 4% (7/189) de las cepas no amplificaron con ninguno de los tipos de
BLEE estudiados.

Los resultados de bla-Tem, bla-sHv y bla-ctx-m los podemos ver en el grdfico 6
(la suma es superior a 182 debido al numero de cepas que producian dos BLEE
simultdneamente) y en el grafico 7 vemos las cepas que pertenecen al grupo CTX-M

grupo 9y las de otros grupos.

6rafico 6.: Genes caracterizados por PCR.
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6rafico 7.: Tipos CTX-M

52

H bla-CTX-M (no grupo 9) O bla-CTX-M-9

Los productos obtenidos tras la amplificacion se visualizaron mediante

electroforesis, utilizando geles de agarosa como vemos en las figuras 11, 12 y 13.

Figura 11.: Observacion de los amplificados en los geles de agarosa
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Resultados

Figura 12.: Observacion de los amplificados en los geles de agarosa

Figura 13.: Observacion de los amplificados en los geles de agarosa

Se detectaron aislados con mds de un tipo de BLEE, lo que podemos ver en los
graficos 8y 9:
Ninguna de las cepas amplifico con los tres tipos de BLEE estudiados

TEM+SHV+CTX. Las combinaciones fueron con TEM-1 en 5 casos.
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Resultados

Un 15% (27/182) presento dos tipos de BLEE: el 10% (18/182) los tipos
TEM+CTX-M y el 5% (9/182) los tipos SHV+CTX-M, siendo la combinacion mas
frecuentemente encontrada TEM + CTX-M.

El 85% (155/182) amplificé con un solo tipo de BLEE. El 25% (45/182) el tipo
TEM, el 13% (23/182) el tipo SHV y el 48% (87/182) el tipo CTX-M

exclusivamente. El tipo de BLEE mds prevalente fue CTX-M.

Grafico 8.: Cepas y tipos de BLEE.
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Grafico 9.: Cepas y tipos de BLEE.
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5.1. Distribucion de las CMIs obtenidas para cada tipo de BLEE
Hemos estudiado las CMIs de cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima
en relacién con los distintos tipos de BLEE determinados, de forma exclusiva en

primer lugar (grdficos 10, 11, 12, 13 y 14).

6rafico 10.: CMIs de las cepas productoras de TEM

exclusivamente (n=45).
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Las cepas productoras de BLEE tipo TEM presentaron CMIs > 16 pg/ml en el
56%, 47%, 44% y 20% para cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima
respectivamente, siendo la cefotaxima la cefalosporina que presento el porcentaje
mas elevado de resistencia esto es debido a que presenta una distribucion con un
pico en 16 pg/ml (cepas intermedias), sin embargo es ceftazidima la que presenta
el mayor nimero de cepas con CMIs > 64 pg/ml, su distribucién es bimodal con un
pico en 4 ug/ml y el otro en > de 128 ug/ml. Cefepima es la que presento el menor

porcentaje de resistencia.

103



6rafico 11.: CMIs de las cepas productoras de BLEE tipo

SHV exclusivamente (n=23)
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Las cepas productoras de SHV presentaron CMIs > 16 pg/ml en un 5%, 71%,
57% y 0% para cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima respectivamente,
siendo la ceftazidima el betalactdmico que presento el porcentaje de resistencias
mas elevado seguido de aztreonam y destacamos cefepima con 100% de

sensibilidad.

6rafico 12.: CMIs de las cepas productoras de CTX-M

exclusivamente (n=87)
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Las cepas productoras de CTX-M presentaron CMIs > 16 pg/ml en un 59%,
38%, 42%, y 28% frente a cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima
respectivamente, siendo la cefotaxima la que presenfo el porcentaje de

resistencias mas elevado y cefepima el menor.

6rafico 13.:CMIs de las cepas productoras
de CTX-M grupo 9 (n=39)
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Las cepas productoras de CTX-M grupo 9 presentaron CMIs >16 pg/ml en un
54%, 11 %, 18% y 10%, a cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima
respectivamente siendo la cefotaxima la que presento el porcentaje de

resistencias mas elevado.
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6rafico 14.: CMIs de las cepas productoras
de CTX-M grupo no 9 (n=48)
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Las cepas productoras de CTX-M grupo no 9 presentaron CMIs 16 pg/ml en un
63%, 60 %, 63% y 42%, a cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima
respectivamente siendo la cefotaxima y aztreonam las que presentaron los
porcentajes de resistencias mas elevado.

Los grdficos 15, 16, 17 y 18 muestran las CMIs de las cepas productoras de
CTX-M grupo 9y grupo no 9 de cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima.

En estas graficas se pone de manifiesto que las cepas que producen CTX-M
grupo 9 forman un conjunto homogéneo con una distribucién unimodal, mientras que
los otros grupos de CTX-M tienen un amplio rango de CMI que indica la variedad de

sus perfiles hidroliticos.
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6rafico 15.: CMIs de Cefotaxima de las cepas productoras de
CTX-M grupo no 9 y CTX-M grupo 9
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Las productoras de CTX-M grupo 9 se distribuyen en torno a 8 pg/ml, con
valores medios de resistencia. Las cepas que producen otros tipos de CTX-M
forman un conjunto heterogéneo con un pico en 64 pg/ml de resistencia alta y otro
en 8 pg/ml de media, incluso el rango baja hasta 1 pg/ml. Hay diversidad en su

hidrélisis de cefotaxima.

107



40
35
30
25
20
15
10

6rafico 16.: CMIs de Ceftazidima de las cepas productoras
de CTX-M grupo no 9 y CTX-M grupo 9
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Las productoras de CTX-M grupo 9 son, con excepciones, 11%, sensibles a

ceftazidima. Las cepas que producen otros tipos de CTX-M forman un conjunto

heterogéneo con un pico en 4 pg/ml de sensibilidad y otro en 128 pg/ml de alta

resistencia. Hay dos grupos diferentes en su hidrélisis de ceftazidima.
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6rafico 17.: CMIs de Aztreonam de las cepas productoras de
CTX-M grupo no 9 y CTX-M grupo 9
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Las productoras de CTX-M grupo 9 son, con excepciones, 18%, sensibles a
aztreonam. Las cepas que producen otros fipos de CTX-M forman un conjunto
heterogéneo con un pico en 2 pg/ml de sensibilidad y otro en 32 pg/ml de

resistencia. Hay dos grupos diferentes en su hidrélisis de aztreonam.

Grafico 18.: CMIs de Cefepima de las cepas productoras de CTX-M
grupo no 9 y CTX-M grupo 9
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Las cepas productoras de CTX-M grupo no 9 se distribuyen entre un rango muy
amplio, son las que presentan los valores mds altos de CMI de cefepima.

Las cepas productoras de CTX-M grupo no 9 son un conjunto heterogéneo en el
que una parte se distribuye en torno a valores de CMI mas altos de cefotaxima,

ceftazidima, aztreonam y cefepima que las cepas productoras de CTX-M grupo 9.

5.2.  Combinaciones de BLEE: Distribucién de las CMIs obtenidas
En los grdficos 19 y 21 podemos ver la distribucién de las CMIs obtenida de las
diferentes combinaciones y en los grdficos 20 y 22 la comparacién entre las CMIs

con las CMIs obtenidas cuando la cepa es productora de uno solo de estos tipos de

BLEE.
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Resultados

6rafico 19.: CMIs de las cepas productoras de los tipos
TEM y CTX-M (n=18)
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Las cepas productoras de TEM y CTX-M presentaron CMIs 216 pg/ml en un
61%, 44%, 44% y 33% a cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima
respectivamente, siendo la cefotaxima la que presento el porcentaje de

resistencias mads elevado y cefepima el menor.

Grafico 20.: Comparacion entre CMIs
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Como vemos en el grdafico 20, al comparar las CMIs obtenidas con esta
combinacion con las CMIs obtenidas cuando la cepa es productora de uno solo de
estos tipos de BLEE, observamos un aumento en el porcentaje de cepas con CMIs

216 pg/ml en todos los casos y especialmente cefepima.

6rafico 21.: CMIs de las cepas productoras de BLEE de tipo SHV y
CTX-M (n= 9)
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Las cepas productoras de SHV y CTX-M presentaron CMIs 216 ug/ml en un
75%, 75%, 75% y 25% a cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima
respectivamente siendo la cefepima la que presento el porcentaje de resistencias

menor.

6rafico.:22 Comparacion entre CMIs

80
70
60
50
40
30
20 -
10 -

SHV CTX-M SHV + CTX-M

B Cefotaxima B Ceftazidima O Aztreonam O Cefepima

111



Al comparar las CMIs obtenidas por esta combinacién con las CMIs obtenidas
cuando la cepa es productora de uno solo de estos tipos de BLEE, observamos un

claro aumento en el porcentaje de cepas con CMIs 216 pg/ml en todos los casos

5.3. Distribucion de las CMIs de cefotaxima, ceftazidima,

aztreonam y cefepima indicando el tipo de BLEE

Las CMIs de cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima segin tipo de
BLEE determinados son representadas en los grdficos 23, 24, 25 y 26

respectivamente.

6rafico 23.: CMIs de cefotaxima en funcion de los tipos de
BLEE
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Las CMIs altas a cefotaxima corresponden a cepas productoras de TEM y
especialmente a CTX-M, mientras que para las BLEE tipo SHV el rango fue de 1
Hg/ml a 16 ug/mil.
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6rafico 24.: CMIs de ceftazidima en funcion de los tipos de
BLEE

25

r ﬁ:ﬁﬁ
.I:I ‘.CI‘.I:I

0,06 012 0,25 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >128
B bla-TEM Obla-SHV Obla-CTX-M

La distribucién bimodal de ceftazidima la presentan los tres tipos de BLEE

encontrados. El tipo CTX-M tiene con una frecuencia mucho mayor CMIs bajas,

entre 1 yg/mly 16 pg/ml.
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6rafico 25.: CMIs de aztreonam en funcion de Iso tipos de
BLEE.
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Aunque el porcentaje mas alto de cepas con valores de resistencia a

aztreonam ,57%, corresponde a las cepas productoras de SHV los valores mas

altos (64-128 pg/ml) pertenecen a cepas productoras de CTX-M y TEM,

destacando el amplio rango de valores obtenido por estas ultimas.
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6rafico 26.: CMIs de cefepima en funcion de los tipos de
50 BLEE
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Los valores mas bajos corresponden a cepas productoras de SHV, ninguna fue

resistente y los mds altos como era de esperar a cepas de CTX-M.

5.4, Distribucion de las CMIs de cefotaxima, ceftazidima,
aztreonam y cefepima en las cepas productoras de BLEE tipo TEM,
SHV y CTX-M y sus combinaciones dentro del conjunto total de valores

de CMI

En los grdficos 27, 28, 29 y 30 vemos la distribucion de las CMIs de
cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima en las cepas productoras de BLEE

tipo TEM y sus combinaciones dentro del conjunto total de valores de CMI
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6rafico 27.: CMIs de Cefotaxima de las cepas
productoras de BLEE tipo TEM y sus combinaciones
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Las cepas productoras de BLEE tipo TEM tienen un amplio rango de valores de

CMI de cefotaxima, aumentan cuando se asocia con CTX-M.

Grafico 28.: CMIs de Ceftazidima de las cepas
productoras de BLEE tipo TEM y sus combinaciones
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Las cepas productoras de BLEE tipo TEM tienen una distribucién bimodal, hay
diferencias notables en el nivel de resistencia a ceftazidima, un grupo presenta

CMI muy altas, con la moda en 128 pg/ml, no se afecta
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cuando se asocia con CTX-M.

6rafico 29.: CMIs de Aztreonam de las cepas productoras

50 de BLEE tipo TEM y sus combinaciones
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Las cepas productoras de BLEE tipo TEM tienen también una distribucion
bimodal, hay diferencias notables en el nivel de resistencia a aztreonam, un grupo

presenta CMI altas, con la moda en 32 pg/ml, no se afecta cuando se asocia con

CTX-M.

6rafico 30.: CMIs de Cefepima de las cepas productoras

de BLLE tipo TEM y sus cominaciones
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Las cepas productoras de BLEE tipo TEM tienen un amplio rango de valores de

CMI de cefepima, aumentan cuando se asocia con CTX-M.

En los grdficos 31, 32, 33 y 34 vemos la distribucion de las CMIs de
cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima en las cepas productoras de BLEE

tipo SHV y sus combinaciones dentro del conjunto total de valores de CMI

6rafico 31.: CMIs de Cefotaxima en las cepas productoras

de SHV y sus combinaciones
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Los aislados que producen SHV tienen unas CMI de cefotaxima bajas, cuando se

combinan con CTX-M suben sus valores hasta 128 pg/ml.
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6rafico 32.: CMIs de Ceftazidima en cepas
productoras de SHV y sus combinaciones
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Los aislados que producen SHV tienen unas CMI de ceftazidima altas, es

indiferente que se combinen con CTX-M.

Grafico 33 .: CMIs de Aztreonam de las cepas
50 productoras de SHV y sus combinaciones.
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Los aislados que producen SHV tienen unas CMI de aztreonam altas, es

indiferente que se combinen con CTX-M.
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6rafico 34.: CMIs de Cefepima de las cepas

productoras de SHV y sus combinaciones.
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Los aislados que producen SHV tienen unas CMI de cefepima bajas, cuando se
combinan con CTX-M suben sus valores hasta 64 pg/ml.

En los grdficos 35, 36, 37 y 38 vemos la distribucion de las CMIs de
cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima en las cepas productoras de BLEE

tipo CTX-My sus combinaciones dentro del conjunto total de valores de CMI

6rafico 35.: CMIs de Cefotaxima de las cepas productoras de
CTX-M y sus combinaciones
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Resultados

50

6rafico 36.: CMIs de Ceftazidima de las cepas productoras de
CTX-M y sus combinaciones
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6rafico 37.: CMIs de Aztreonam de las cepas productoras de
CTX-M y sus combinaciones
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Grafico 38.: CMIs de Cefepima de las cepas productoras de
CTX-M y sus combinaciones
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Amplia distribucion de valores de las CMIs de los cuatro antibidticos lo cual

indica la heterogeneidad de este grupo

6. Resistencias asociadas

6.1.  Sensibilidad a los antimicrobianos no betalactdmicos

La tabla 21 muestra los resultados del n® de cepas con cada valor de CMIy %
acumulativos frente a los antibiéticos no betalactdmicos estudiados.

La tabla 22 muestra CMIso, CMI% y porcentaje de cepas sensibles,
intermedias y resistentes para cada antibiotico no betalactdmico; asi como el
rango.

Los porcentajes de resistencia fueron definidos como la suma de las categorias
intermedia y resistente.

Para la determinaciéon de la sensibilidad a tfrimetoprim-sulfametoxazol

utilizamos la técnica de difusion en placa con las tiras del épsilon-TesT (E-test).
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Tabla 21.: N° de cepas con cada valor de CMI y % acumulativos. -

Antibiéticos no Valores de CMI
betalactamicos <003 | 006 | 012 | 0,25 | 05 1 2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512 | >512
n® de cepas 9 48 78 15 3 3 6 13 10 1 1
Gentamicina
% acumul. 47% | 301% | 714% | 80.4% | 82,0% | 835% | 86,7% | 93.6% | 98.9% | 99.4% | 100%
n° de cepas 14 13 1 5 13 9 29 23 30 23 25 4
Ciprofloxacino
% acumul. 74% | 142% | 148% | 148% | 17.4% | 174% | 243% | 291% | 444% | 56,6% | 72,4% | 84.6% | 97.8% | 100%
n® de cepas 30 109 26 2 2 2 2 5 5 3 3
Fosfomicina
% acumul. 158% | 735% | 87.3% | 88,3% | 89,4% | 90,4% | 915% | 94.1% | 96,8% | 98,4% | 100%
n® de cepas 1 1 44 90 25 10 12 3 2 1
Nitrofurantoina
% acumul. 0,5% 10% | 243% | 71.9% | 85.1% | 90,4% | 96.8% | 98,4% | 99.4% | 100%
n® de cepas 6 17 26 10 1 4 88
SXT?
% acumul. 39% | 151% | 32,2% | 388% | 394% | 42,0% | 42,0% | 42,0% | 42,0% | 420% | 100%
n° de cepas 20 1 3 3 26 104
Tetraciclina*
% acumul. 19% | 185% | 20,3% | 203% | 20,3% | 22,1% | 37,7% | 100%
n° de cepas 12 40 76 38 1
Tigeciclina*
% acumul. 71% 311% | 76,6% | 99,4% 100%

a
SXT cepas testadas 152; * Tetraciclina y Tigeciclina cepas testadas 167
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Tabla 22.: CMI50, CMI90 y porcentaje de cepas Sensibles, Intermedias y
Resistentes para cada antibidtico, asi como el rango.

Antibiéticos no | cMIso | CMIso Rango %S | %I| %R

betalactamicos
Gentamicina 1 32 0,25-256 82,0 16 16,4
Ciprofloxacino 16 128 <0,03-128 17,4 6.9 75,7
Fosfomicina 05 16 0,5-512 94,1 2,6 3.1
Nitrofurantoina 16 64 2-512 85,1 5,3 95
SXT 1 32 <0,05-32 42 - 58,0
Tetraciclina 64 128 1-128 20,3 - 79,7
Tigeciclina 05 2 0,25-4 99,4 05 -

Como vemos en la tabla 22 el 18% de las cepas asocié resistencia a gentamicina,
el 82,6%, un porcentaje altisimo, a ciprofloxacino, el 15% a Nitrofurantoina, el
58% a SXT y el 79,7% a tetraciclina. La resistencia fue baja para fosfomicina un
5,7% y ningln aislamiento presento resistencia a tigeciclina.

La resistencia a ciprofloxacino se asocio con resistencia a tetraciclina en 114
cepas. El fenotipo de resistencia mas frecuente fue resistencia a ciprofloxacino,

tetraciclinay SXT en un 34%.

La resistencia fue mdltiple en la mayoria de los casos, solamente un 10%
(20/189) de las cepas estudiadas presento resistencia a solo un antibidtico no

betalactdmico.

6.2. Distribucién segtn el tipo de BLEE.

Estudiamos los porcentajes segun tipo de BLEE frente a los antibiéticos
no betalactdmicos estudiados lo que podemos ver en los grdficos 39, 40, 41, 42, 43

y 44.
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6rafico 39.: CMIs de Gentamicina en funcion de los tipos
de BLEE
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El 22%, 0% y 8% de las cepas productoras de bla-tem, bla-stv y bla-ctx-m
respectivamente presentaron una CMI > 4 pg/ml, siendo bla-Tem, el que presento
mayor porcentaje de resistencia. Las cepas que producen BLEE tipo SHV son todas
sensibles a gentamicina. La resistencia a gentamicina se asocia significativamente

(p< 0,01) al tipo TEM.

6rafico 40.: CMIs de Ciprofloxacino en funcion de los tipos

de BLEE
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Un 84%, 100% y 74% de las cepas presentan CMI > 1 yg/ml para bla-Tem, bla-sHv
y bla-ctx-m respectivamente, siendo bla-shv el tipo de BLEE que presento el mayor
porcentaje de resistencia. No se asocio significativamente la resistencia a

ciprofloxacino a ningtn tipo de BLEE.

Grafico 41 .: CMIs de Fosfomicina en funcion de los tios
de BLEE
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Un 11% y 6% de las cepas presentan CMI > 128 ug/ml para bla-tem, y bla-ctx-m
respectivamente, siendo bla-Tem el tipo de BLEE que presento el mayor porcentaje
de resistencia. Las cepas que producen BLEE tipo SHV son todas sensibles a
fosfomicina. No se asocio significativamente la resistencia a fosfomicina a ningln

tipo de BLEE.
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Grafico 42.: CMIs de Nitrofurantoina en funcion de los

tipos de BLEE
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Un 11%, 9% y 10% de las cepas presentan CMI > 128 pg/ml para bla-Tem, bla-
SHV y bla-ctx-m respectivamente, siendo bla-Ttem el tipo de BLEE que presento el
mayor porcentaje de resistencia. No se asocio significativamente la resistencia a

Nitrofurantoina a ningtn tipo de BLEE.

6rafico 43.: CMIs de SXT en funcion de los tipos de BLEE
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El 64%, 33% y 53% de las cepas productoras de bla-tem, bla-sHv y bla-ctx-m
respectivamente presentaron una CMI > 4/76 pg/ml, siendo bla-tem el que

presento mayor porcentaje de resistencia. No se asocio significativamente la
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resistencia a SXT a ningun tipo de BLEE.

6rafico 44.: CMIs de Tetraciclina en funcion de los tipos
de BLEE
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El 87%, 86% y 77% de las cepas productoras de bla-tem, bla-skv y bla-cx-m
respectivamente presentaron una CMI > 4 pg/ml, siendo bla-Tem y bla-sHv los que

presentaron mayor porcentaje de resistencia.

6.3. Comparacién de resistencias con un grupo control

Hemos recogido los resultados de sensibilidades a gentamicina, ciprofloxacino,
fosfomicina, Nitrofurantoina y SXT de 189 cepas tomadas al azar aisladas durante
el mismo afio y no productoras de BLEE. Los resultados obtenidos pueden verse en
la tabla 23.

Tabla 23.: n°® de cepas sensibles, intermedias y resistentes de las
cepas no productoras de BLEE

n°cepas/antibiéticos S I R %R
Gentamicina 176 - 13 7
Ciprofloxacino 133 3 53 30
Fosfomicina 182 - 4 4
Nitrofurantoina 185 0 4 2
SXT 115 - 74 39
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Se encontraron los siguientes fenotipos de resistencia entre las cepas no

productoras de BLEE (ver grafico 45).

6rafico 45.: Fenotipos de resistencia en cepas no
productoras de BLEE
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No encontramos hinguna cepa resistente a todos los antibidticos testados.

Un 2% (4/189) de las cepas estudiadas fueron resistentes a 4 antibidticos, 2
cepas resistentes a gentamicina, SXT, ciprofloxacino y fosfomicinay 2 cepas
resistentes a SXT, Nitrofurantoina, ciprofloxacino y fosfomicina.

Un 4% (8/189) de las cepas estudiadas fueron resistentes a 3 antibiéticos, 6
cepas resistentes a gentamicina, SXT, ciprofloxacino; 1 cepa resistente a SXT,
Nitrofurantoina, ciprofloxacino; 1 cepa resistente a SXT, ciprofloxacino y
fosfomicina;

Un 17% (33/189) de las cepas estudiadas fueron resistentes a 2 antibiéticos,
25 cepas resistentes a SXT y ciprofloxacino; 1 cepa resistente a Nitrofurantoina
y ciprofloxacino; 2 cepas a ciprofloxacino y fosfomicina; 4 cepas a gentamicina y
SXT.; 1 cepa a gentamicina y ciprofloxacino.

Un 25% (48/189) de las cepas estudiadas fueron resistentes a 1 antibiético,
33 cepas resistentes a SXT y 15 cepas resistentes a ciprofloxacino.

Un 51% (96/189) cepas presentaron sensibilidad a todos los antibiéticos
testados

Son significativas las asociaciones de ciprofloxacino con gentamicina, SXT,
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Nitrofurantoina y fosfomicina y también de SXT con gentamicina.

Hemos comparado los valores de resistencia de este grupo con los obtenidos
para nuestras cepas productoras de BLEE, los cuales fueron 18%, 82,6%, 5,7%,
14,8% y 58% frente a gentamicina, ciprofloxacino, fosfomicina, Nitrofurantoina y
SXT respectivamente. La relacion entre produccion de BLEE y mayor porcentaje
de resistencias ha sido significativa para gentamicina, ciprofloxacino,
Nitrofurantoina y SXT, no lo ha sido para fosfomicina. El resultado ha sido

indistinto considerando a las cepas intermedias como resistentes o excluyéndolas.

/.Caracterizacion de la resistencia a quinolonas

Como comentamos anteriormente, se obtuvo un porcentaje de no sensibilidad a
ciprofloxacino del 82,6% (156/189). Los datos de las CMIso y CMIs se detallaron
en la tabla 22. Al ser un porcentaje tan alto buscamos una relacién estudiando los
genes gnr de resistencia plasmidica a quinolonas.

Se estudiaron los genes gnrA, By S, siendo todas las cepas negativas para gnrA
y S. La cepa 163 amplifico con gnr B que posteriormente tras su secuenciacion
resulto ser gnr B19. Esta cepa fue productora de BLEE tipo SHV-12.

En esta cepa, que presento una CMI a ciprofloxacino de 16 pg/ml, los genes
gyrAy parcC fueron amplificados, mediante PCR, con sus tamafios respectivos de
626 pb y 964 bp. Posteriormente se secuenciaron sus genes gyrAy parC y se

observaron las mutaciones siguientes en las proteinas codificadas:

CMI Mutaciones Mutaciones
Cepa Ciprofloxacin GyrA Parc
o (ug/ml) Ser83 Asp87 Ser80 Glud4
163 16 Leu Asn Ile -
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8. Secuenciacion

Se enviaron a secuenciar a la Unidad de Gendmica del Parque Cientifico de

Madrid un total de 39 cepas representativas de los diferentes tipos, familias, pIs

y fenotipos de resistencia.

Se pudieron identificar 25 secuencias; ver tabla 25.

Tabla 25.: Cepas BLEE secuenciadas

n® cepa Tipo de BLEE secuenciada
163 SHV-12 / gnr B-19
169 TEM-1/ SHV-12
179 TEM-1/ SHV-12
60 TEM / CTX-M-14
109 TEM / CTX-M-9
113 TEM/ CTX-M-14
144 TEM / CTX-M-14
149 TEM-3 / CTX-M-14
150 TEM/CTX-M-14
135 TEM-24 / CTX-M-15
146 TEM-1/ CTX-M-15
170 CTX-M-1
194 TEM/ CTX-M-15
5 TEM-1/CTX-M grupo no 9
27 TEM-4
29 TEM-4
47 TEM-1
53 TEM-1/SHV
54 TEM-1/SHV/CTX-M
90 TEM-10
91 TEM-1/CTX-M grupo no 9
97 TEM-1/SHV/CTX-M
105 TEM-1/ CTX-M grupo 9
125 TEM-1
195 TEM-1/CTX-M grupo no 9
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Secuencia de una BLEE

50 100 150 200 250 200 350 400 450 500 550 600 650 700 750 300 850 900 950
CGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTC TAAATACATTCAAATATGTATCCGC TCATGAGACAATAACCCTGGTAAATGC TTC
80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155

1080 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1850 1800 1850 1700 1750 1800 1850 1900 1950
AATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTC
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9. Epidemiologia de las cepas

9.1.  Distribucién de las cepas en funcién de su procedencia
Las cepas aisladas de pacientes de origen comunitario fueron 127/189, lo
cual supone un 67%, distribuidas de la siguiente manera por centros periféricos

y consultas del hospital (ver tabla 26).

Tabla 26.: Distribucion de aislamientos por centros periféricos y

consultas
Centro periférico o
n°® de aislamientos
consulta
Modesto La fuente 23
Avenida de Portugal 53
Urgencias hospitalarias 29
Consultas: 22
* Urologia 8
* Trasplantes 8
« Oncologia 2
s Geriatria 2
« Didlisis 1
* Nefrologia 1
Totales 127

La distribucién por dreas de las cepas aisladas de muestras de pacientes
hospitalarios queda reflejada en la tabla 27. En total se aislaron 62 cepas de 189 lo

que supone un 33%.
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Tabla 27.: Distribucion de aislamientos por dreas.

Areas n° aislamientos
Alto riesgo 9
Medicas 50
Quirdrgicas 3
Totales 62

Como queda reflejado en las tablas 26 y 27 el porcentaje de cepas de origen

comunitario es superior a las cepas de origen hospitalario

9.2.  Distribucién de los pacientes en funcién de la edad
La media de edad de los pacientes estudiados fue de 68,5 afios, con un rango de
31-106 afios. Un 65% de los pacientes fueron mujeres y un 35% hombres. (6Grafico

46)

Grafico 46.: Distribucion etaria
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La distribucién etaria en funcién de la procedencia (hospital, comunidad) y del

sexo (mujeres, hombres) puede verse en los grdficos 47 y 48.
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6rafico 47.: Distribucion etaria segun procedencia
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Grafico 48.: Distribucion etaria por procedencia
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Como se observa en los grdficos 47 y 48 en el rango de los 80-90 afios es
donde se encuentra el mayor porcentaje de mujeres y hombres procedentes de la

comunidad.

9.3. Distribucién de los aislamientos en funcién de la fecha

La distribucién de los aislamientos en funcién de la fecha en la que se aislé la
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cepa podemos verla en la grafico 49. Es muy homogénea. El mayor nimero de casos
se observa en el mes de diciembre (con 25 casos) seguido del mes de noviembre
(23 casos), marzo (22 casos) y junio (20 casos). En 5 casos nho nos consta la fecha

de aislamiento.

Grafico 49.: Distribucién de casos durante el periodo de estudio

(afio 2005)
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9.4. Distribucion de los tipos de BLEE segln procedan de la

comunidad o del hospital

La distribucién de los tipos de BLEE segln procedan de la comunidad o del
hospital fue la siguiente: en el dmbito hospitalario se detectaron bla-tem, bla-stv y
bla-ctx-m en 25, 8 y 39 cepas respectivamente, (la suma es superior a 62 debido al
elevado numero de cepas que producian dos BLEE simultdneamente), lo que
representa un 34,7%, 111% y 54,1% respectivamente. En el dmbito
extrahospitalario se detectaron en 38, 24 y 75 cepas respectivamente, (la suma es
superior a 127 debido al elevado nidmero de cepas que producian dos BLEE
simultdneamente) lo que representa 27,7%, 17 5%, 54,7% respectivamente como

podemos ver en los grdficos 50 y 51.
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Resultados

6rafico 50.: Cepas hospital: Genes caracterizados por
PCR.
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6rafico 51.: Cepas comunidad: Genes caracterizados por
PCR.
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6rafico 52.: Tipos de BLEE en el ambito comunitario.
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Como vemos en el grafico 52 el centro de atencion sanitaria donde se aislo el
mayor porcentaje de cepas productoras de BLEE fue la Avenida de Portugal

seguido de las urgencias hospitalarias.

9.5.  Andlisis del genotipado por RAPD

Hemos encontrado un alto grado de heterogeneidad genética, como se observa
en el andlisis del genotipado por RAPD. Se encontraron 57 patrones clonales que
presentan desde un mdximo de 8 bandas hasta una sola y con Pm entre 2100 pb y
100 pb. En la figura 15, vemos un gel con los resultados de 35 de los aislados. En la
figura 16, los 19 patrones encontrados en estas 35 cepas y en la figura 17 los

patrones de las cepas productoras de BLEE tipo SHV.
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Resultados

Figura 15.: Bandas presentadas en 35 de los aislados

Figura 16.: Patrones encontrados en estas 35 cepas
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Figura 17.: RAPD BLEE tipo SHV
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Discusion
1. Prevalencia global

Los datos de nuestro trabajo indican durante el periodo estudiado (afio 2005)
una prevalencia del 3,7% de cepas de £.co/i productoras de BLEE entre los aislados
de orina de nuestra Area de salud.

Es importante resefiar, al comparar los datos de prevalencia, que existen
importantes diferencias en el disefio de los estudios realizados, ya que algunos
estudios son multicéntricos, otros son relativos a todo tipo de muestras y otros se
centran en dmbitos concretos. Tampoco hay que olvidar que las diferencias entre
distintos paises y afios pueden ser debidas a brotes epidémicos (De Champs, Sirot
et al. 2000)

Los estudios de vigilancia como el Proyecto SENTRY y MYSTIC proporcionan
informacion sobre la prevalencia de resistencia bacteriana producida por
diferentes mecanismos incluyendo las BLEE. (Goossens, Malhotra-Kumar et al.
2004)

En el estudio SENTRY, 1997-1999 realizado para conocer la prevalencia mundial
de BLEE se obtuvieron los siguientes resultados referentes a aislados de £.co/i en
orina de pacientes hospitalizados, el porcentaje de £.col/i con fenotipo de BLEE
teniendo en cuenta las CMIs a ceftazidima fueron los siguientes: la mayor
prevalencia se encontré en América latina con un 8%, Asia 7,1% Canadad 3,3%, USA
2,3% y Europa con un 4,1% (Winokur, Canton et al. 2001). Recientes datos
obtenidos de este programa de vigilancia indican que en Europa el 1,3% de las cepas
de E.coli de pacientes hospitalizados son productoras de BLEE, oscilando entre los
diferentes paises con un 0,3% en Espafia. (Nijssen, Florijn et al. 2004)

Estudios realizados en Francia por De Champs y cols en 1990, 1991, 1996 y
1998 obtienen en cepas £.coli prevalencias de produccién de BLEE del 1,5%, 0,9%,
0,1% y 0,2% respectivamente. (De Champs, Sirot et al. 2000)

En la encuesta MYSTIC, realizada en 2002 con 49 participantes de 25 paises,
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se obtiene una prevalencia global de BLEE en £.co/i del 9%. (Goossens, Malhotra-
Kumar et al. 2004)

En el estudio SMART realizado en 2004 al menos el 10% de las cepas de E.coli
aisladas de infecciones intra-abdominales eran portadoras de BLEE, constatdndose
un alarmante aumento de portadores fecales de £.co/i productores de BLEE desde
1991 a 2003 (Canton, Novais et al. 2008) (Valverde, Coque et al. 2004)

Estudios de vigilancia realizados por Albertini y cols en hospitales Franceses
durante los afios 1996-2000 obtienen que las principales especies involucradas en
la produccién de BLEE fueron £. aerogenes (50%) y K. pneumoniae (26,5%), junto
con otras especies con una incidencia menor del 25% como E.coli (Albertini,
Benoit et al. 2002)

En Espafia, en el primer estudio nacional de aislados clinicos de BLEE, realizado
por Herndndez y cols se obtuvo una prevalencia de un 0,5% de BLEE en cepas de
E.coli, (Herndndez, Martinez-Martinez et al. 2005) lo cual coincide con otros
autores en Italia y Francia con porcentajes de 1,2% y 0,2% respectivamente (De
Champs, Sirot et al. 2000; Spanu, Luzzaro et al. 2002; Herndndez, Martinez-
Martinez et al. 2005)

Estudios realizados en 2006 en Espafia hablan de tasas de un 6% de aislados de

E.coli portadores de BLEE. (Cantén, Novais et al. 2008)

2. Origen de las cepas Hospital/Comunidad

En nuestro estudio encontramos un porcentaje mayor de cepas aisladas de
pacientes de origen comunitario, un 67%, que de muestras de pacientes
hospitalizados, un 33%.

Siendo, en el hospital, la distribucion por servicios la siguiente: 14%
correspondié al drea de alto riesgo, un 81% al drea médica y un 5% al drea de
cirugia.

La distribuciéon de los tipos de BLEE segln procedencia comunitaria u

hospitalaria fue la siguiente: en el dmbito hospitalario se detectaron un 34,7%,
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111% y 54,1% de bla-TEM, bla-SHV y bla-CTX-M respectivamente. En el dmbito
extrahospitalario los porcentajes fueron de 27,7%, 17 5%, 54,7% de bla-TEM,
bla-SHV y bla-CTX-M respectivamente.

En los dltimos afios se ha detectado un aumento de enterobacterias portadoras
de BLEE en el dmbito comunitario siendo muy importante el papel que juegan los
laboratorios de microbiologia en su deteccidn y control. (Pitout, Nordmann et al.
2005)

Existen numerosos estudios realizados en diferentes paises y en diferentes
afios que informan de este aumento. El primer informe data de 1998, en Irlanda,
donde se aislé una cepa de £.coli resistente a ciprofloxacino y portadora de BLEE
en la orina de un paciente sin antecedentes de hospitalizacion. (Cormican, Morris
et al. 1998)

En el afio 2000, estudios realizados en Arabia y Francia también detectan un
aumento de resistencias en cepas aisladas de pacientes no ingresados. (Pitout,
Nordmann et al. 2005).

En 2001 Rodriguez-Baiio y cols estudian la epidemiologia y las caracteristicas
clinicas de las infecciones producidas por cepas de E.col/i portadoras de BLEE en
pacientes no hospitalizados. Estudian 49 pacientes sin historia de ingreso en las 48
horas o mds previas al aislamiento, con los siguientes factores de riesgo: Diabetes
mellitus, uso previo de fluoroquinolonas en los dos meses previos, ingreso
hospitalario en el afio previo, ITU recurrentes, sexo masculino y edad avanzada. El
1,4% de los aislamientos corresponden a muestras de orina. (Rodriguez-Bafio,
Navarro et al. 2004)

Asimismo estudios realizados en Israel informan de una prevalencia de un
1,25% de cepas portadoras de BLEE en bacilos gram-negativos en muestras de
orina procedentes de pacientes comunitarios (Colodner, Keness et al. 2001).

En 2002 en Espafia se detecta CTX-M-14 en 7 pacientes con ITU y sin
antecedentes de ingreso hospitalario. (Bou, Cartelle et al. 2002). En este mismo

afio estudios realizados en USA e Israel en pacientes ambulatorios informan
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también de aislamientos de cepas productoras de BLEE. (Pitout, Nordmann et al.
2005)

Durante 2003 y 2004 se realizaron numerosos estudios en pacientes no
hospitalizados la mayor parte de ellos con ITU detectdndose aumento de cepas
portadoras de BLEE. (Pitout, Nordmann et al. 2005).

Arpin y cols estudian el posible origen en cinco pacientes de ITU adquirida en la
comunidad producida por enterobacterias portadoras de BLEE, en ftodos los casos
los pacientes tienen antecedentes de ingreso hospitalario y existe relacién clonal
entre las cepas aisladas en estos pacientes y las cepas aisladas en pacientes
hospitalizados, de lo que deducen el origen nosocomial de estas infecciones (Arpin,
Dubois et al. 2005) (Arpin, Coulange et al. 2007)

En estudios multicéntricos realizados por Herndndez y cols en hospitales
espafioles el mayor porcentaje de E.coli provenia de los servicios de medicina y
cirugia y un 1,3% del total de las cepas de £.co/i aisladas en UCT eran portadoras
de BLEE (Herndndez, Pascual et al. 2003) Existen pocos datos en la literatura
sobre prevalencia de £.co/ien UCL.

Estudios realizados en Francia por De Champs y cols en 1998, aislan
enterobacterias productoras de BLEE en un 7,1% en UCI, 1,6% en dreas de
oncolégicay un 7,7% en dreas de rehabilitacién. Siendo el 2,9% muestras de orina.

Estudios multicéntricos realizados por Herndndez y cols en el afio 2000 en 40
hospitales espafioles, hablan de porcentajes de un 51% de E.coli productoras de
BLEE en pacientes de origen extrahospitalario. Los servicios de donde proceden las
muestras con £.coli productoras de BLEE fueron: medicina (39,5%), cirugia (27%),
UCT (15%), pediatria (7,5%) y otros (11%). Las cepas de £.coli se aislaron de orina
en un 66%. (Herndndez, Pascual et al. 2003)

3. Segln el tipo de BLEE

En nuestro estudio, ninguna de las cepas amplifico con los fres tipos de BLEE

estudiados TEM+SHV+CTX. Las combinaciones fueron con TEM-1 en 5 casos. Un
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15% (27/182) presento dos tipos de BLEE: el 10% (18/182) los tipos TEM+CTX-M y
el 5% (9/182) los tipos SHV+CTX-M. Resultados similares a los obtenidos por otros
autores. El 85% (155/182) amplificé con un solo tipo de BLEE. El 25% (45/182) el
tipo TEM, el 13% (23/182) el tipo SHV y el 48% (87/182) el tipo CTX-M
exclusivamente. El tipo de BLEE mds prevalente fue CTX-M.

En un estudio prospectivo multicéntrico sobre aislamientos de 170 E.coli
productores de BLEE en el afioc 2000 realizado por Herndndez y cols, se
detectaron BLEE tipo TEM en 132 aislados (77,6%), 64 tipo SHV (37,6%) y 85 tipo
CTX-M (50%), de las cuales 24 fueron CTX-M-9 (27,3%) (Herndndez, Martinez-
Martinez et al. 2005)

Estudios multicéntricos realizados en Italia en 2001 obtienen como tipo de
BLEE mds prevalente en enterobacterias TEM seguido de SHV, combinaciones
TEM-SHV y por Ultimo CTX-M. También aislan otros tipos de BLEE menos comunes
como SFO-1, TLA-1, VEB-1y BES-1 (Spanu, Luzzaro et al. 2002)

Romero y cols en £.coli productores de BLEE obtienen que un 17% de los
aislados produzcan mds de una enzima (48 con dos genes y 5 con tres). (Romero,

Lopez et al. 2005)

3.1.  Cepas productoras de CTX-M

En este estudio hemos encontrado que un 60% de las cepas estudiadas eran
productoras de CTX-M, siendo el 46% CTX-M grupo 9.

Los primeros informes de aislamientos de cepas productoras de CTX-M datan
de mediados de los afios 80 provenientes de Japon, Europa y Argentina (Bonnet
2004), produciéndose a partir de 1995 un incremento en sus aislamientos en
América latina, Asia y Europa en diferentes especies de enterobacterias e incluso
en algunos ambientes han superado los aislamientos debidos a betalactamasas tipo
TEM y SHV como por ejemplo en Taiwdn con un porcentaje de un 89,7% de las
cepas de £.coli portadoras de CTX-M (Rossolini, D' Andrea et al. 2008)

Esta diseminacion masiva denominada “"pandemia CTX-M" es uno de los mejores
J
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ejemplos de la rdpida extensién de la resistencia mediada por pldsmidos entre las
bacterias. Recientes estudios de vigilancia informan de altos porcentajes de
aislamientos en cepas de E.colien Europa, Asiay América del Sur, por ejemplo en
Espaiia en el afio 2002 se obtienen tasas de un 52,3%. (Rossolini, D'Andrea et al.
2008) (Herndndez, Martinez-Martinez et al. 2005), coincidiendo con datos
obtenidos en Italia donde se reportan un 54,8% en aislados de E.co/i. (Luzzaro,
Mezzatesta et al. 2006)

Asimismo estudios realizados en Reino Unido notifican aumentos desde un 1,8%
en 2001 a 7,5% en 2004 en cepas de £.coli. (Livermore, Canton et al. 2007).

Arpin y cols en estudios realizados en 1999 y en 2004 en diferentes centros de
salud privados en Francia informan del incremento de los aislamientos de CTX-M

en 2004 en relacién con 1999 24 5% vs. 2,9%. (Arpin, Coulange et al. 2007)

3.1.1. Cepas productoras de CTX-M grupo 9

En nuestro estudio obtenemos un porcentaje de un 46% de cepas productoras
de CTX-M grupo 9 correspondiendo un 76% (39/51) a muestras extrahospitalarias
y un 24% (12/51) a muestras de pacientes ingresados. Llamando nuevamente la
atencién el alto porcentaje obtenido en muestras comunitarias. Obtenemos un
porcentaje mayor que en los estudios de Rodriguez-Bafio y cols en 2001-2002.
(Rodriguez-Batio and Paterson 2006)

En el afio 2000 Sabaté y cols describen la secuencia de aminodcidos de CTX-M-
9 en una cepa de E.coli aislada de la orina de una mujer de 65 afios con ITU y
diabetes mellitus tipo 2. (Sabate, Tarrago et al. 2000) En ese mismo afio
Herndndez y cols obtienen un 27,3% de aislados de £.co/i portadores de CTX-M-9
en un estudio multicéntrico realizado en 40 hospitales espafioles (Herndndez,
Martinez-Martinez et al. 2005).

Valverde y cols en el afio 2003 estudian la prevalencia de BLEE en muestras
fecales de 304 pacientes extrahospitalarios e intrahospitalarios correspondiendo

un 21.4 % al tipo CTX-M-9. (Valverde, Coque et al. 2004).

145



Kim y cols describen por primera vez en Corea la presencia de CTX-M-9 en
aislados de enterobacterias en pacientes hospitalizados. (Kim, Lim et al. 2005)

También se han informado cepas productoras de CTX-M-9 en China.
(Chanawong, M'Zali et al. 2002). Asimismo, se han aislado cepas de E.coli
portadoras de CTX-M-9 en heces de animales tanto sanos como enfermos lo que ha
sido descrito por Brifias en 2003. (Brinas, Moreno et al. 2005).

Rodriguez-Bafio y cols obtienen un 64% de cepas productoras de CTX-M-9 en
un estudio realizado sobre 49 pacientes extrahospitalarios. (Rodriguez-Baiio,

Navarro et al. 2004)

4. Relacion clonal

No se encontrd relacién clonal entre los aislados lo que coincide con otros
estudios.

En un estudio realizado en Sevilla durante 2001 y 2002 en 49 pacientes no
hospitalizados con infecciones por E.coli productora de BLEE, no se encontré
ninguna relacion clonal entre los aislados. (Rodriguez-Bafio, Navarro et al. 2004)

Un estudio nacional realizado en Espafia en 2000 encuentra que dentro de los
40 hospitales participantes en 37 los aislamientos de E£.co/-BLEE fueron no
relacionados clonalmente y en 3 centros mds de un aislamiento presento el mismo

patron. (Herndndez, Martinez-Martinez et al. 2005)

5. Resistencias a betalactamicos

En cuanto a Amoxicilina/clavuldnico (A/C), en nuestro estudio obtuvimos un
58,7% de cepas sensibles y un 4,8% de cepas resistentes. Llamando la atencidn el
elevado porcentaje de cepas intermedias, un 36,5%.

Rodriguez-Bafio y cols obtienen un 48% de cepas sensibles, este autor concluye
(Rodriguez-Baiio 2007) que A/C no es (til para uso empirico por el alto porcentaje
de cepas no sensibles, pero si es de potencial utilidad como alternativa tras

estudio de sensibilidad con el objetivo de reducir el consumo de carbapenemes.
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Ellos tratan 11 pacientes con bacteriemia por E.co/i productor de BLEE y 10
curaron. (Rodriguez-Bafio, Navarro et al. 2004; Rodriguez-Bafio, Navarro et al.
2006)

Herndndez y cols en un estudio multicéntrico realizado en Espafia en 170
aislados de £.colien 2000 obtienen un 69% cepas sensibles (Herndndez, Martinez-
Martinez et al. 2005)

De Cueto y cols, obtienen un 88,3% de cepas sensibles en un estudio realizado
sobre 290 £.coli. (de Cueto, Herndndez et al. 2006)

Calbo y cols en un estudio realizado en pacientes procedentes de la comunidad
con ITU producidas por E.coli productores de BLEE obtienen un 94,8% de cepas
sensibles. (Calbo, Romani et al. 2006)

Otro estudio realizado en Corea en 307 E.coli aislados de orina y sangre
encuentran un 67,8% de cepas sensibles. (Ko, Suh et al. 2007)

En un estudio realizado en Italia en 1999, en aislados de enterobacterias
productoras de BLEE, de pacientes hospitalizados obtuvieron un 15% de cepas
sensibles a A/C. (Spanu, Luzzaro et al. 2002)

Hay publicado un caso de cistitis por £.coli productor de CTX-M-15, resistente
a SXT y ciprofloxacino tratado con A/C (teniendo una CMI de 32/16) con éxito.
Explican que los niveles alcanzados en orina y la farmacocinética lo explican.
Concluyen que parece razonable considerarlo una opcidn para el tratamiento de
pacientes extrahospitalarios con cistitis no complicada cuando fallan los
tratamientos orales de primera linea. (Lagace-Wiens, Nichol et al. 2006)

Paterson, considera que las combinaciones antibidticas betalactamico/inhibidor
de betalactamasa pueden ser una opcién en el tratamiento de las ITU por cepas
sensibles. (Paterson 2000; Paterson and Bonomo 2005)

En relacion a cefoxitina nosotros obtuvimos un 91% de cepas sensibles y un 9%
de cepas con sensibilidad intermedia. Nuestros resultados son algo mds altos que
los encontrados por otros autores.

Herndndez y cols obtienen un 76,5% de cepas sensibles en 170 aislados de
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E.coli productores de BLEE. (Herndndez, Martinez-Martinez et al. 2005)

En el estudio SMART, en Espafia en 37 aislados de £.coli productores de BLEE
un 81,1% de cepas fueron sensibles. (Baquero, Cercenado et al. 2006)El mismo
estudio pero a nivel mundial obtiene un 62,2% de cepas sensibles. (Paterson, Rossi
et al. 2005). En el estudio SENTRY a nivel mundiales 70 aislados de E.coli
productores de BLEE un 11% de los aislados fueron sensibles a cefoxitina.
(Schwaber, Navon-Venezia et al. 2005)

En relacion a Cefotaxima obtuvimos un 48,1% de cepas sensibles, un 17% con
sensibilidad intermedia y un 34,9% resistentes.

En un estudio realizado en £.co/i aislados de orina en pacientes
extrahospitalarios, todas las cepas fueron resistentes a cefotaxima (Rodriguez-
Bafo and Pascual 2004)

En nuestro estudio un 52,9% de los aislados fueron sensibles a Ceftazidima, un
1,6% con sensibilidad intermedia y un 45,5% resistentes.

En un estudio realizado sobre £.coli aislados de orina en pacientes
extrahospitalarios, todas las cepas fueron resistentes a ceftazidima (Rodriguez-
Bafo and Pascual 2004)

Winokur y cols en 1998 obtienen los siguientes porcentajes de sensibilidad en
aislados de £.coli productores de BLEE como parte del proyecto SENTRY: Canadd
(80,4%), Europa (63,4%), América latina (46,2%), USA (705%), Asia (59,8%).
(Winokur, Cantén et al. 2001)

En relacién con Aztreonam, un 50,7% de los aislados fueron sensibles, un
12,8% intermedia y un 36 5% resistentes, lo cual coincide con otras dreas
geogrdficas (Europa y Asia).

Winokur y cols en 1998 obtienen los siguientes porcentajes de sensibilidad en
aislados de £.coli productores de BLEE como parte del proyecto SENTRY: Canadd

(86,3%), Europa (59,9%), América latina (32,9%), USA (69,9%), Asia (57,5%).
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(Winokur, Cantén et al. 2001)

En cuanto a Cefepima un 77,2% de los aislados fueron sensibles, un 12,2%
intermedios y un 10,6 % resistentes.

Winokur y cols en 1998 obtienen los siguientes porcentajes de sensibilidad en
aislados de E£.coli productores de BLEE como parte del proyecto SENTRY: Canadd
(94,1%), Europa (83,2%), América latina (59,0%), USA (94,6%), Asia (71,3%).
(Winokur, Cantén et al. 2001)

Ninguna cepa presento resistencia a carbapenemes (imipenem y ertapenem) lo
que coincide con lo descrito por otros autores. (Valverde, Coque et al. 2004)

Herndndez y cols en un estudio multicéntrico realizado en Espafia en 170
aislados de E.co/i en 2000 todas las cepas fueron sensibles a imipenem.
(Herndndez, Martinez-Martinez et al. 2005)

Betriu y cols, concluyen en un estudio realizado en 70 aislados de
enterobacterias que ertapenem presenta una excelente actividad en contra de las
enterobacterias. (Betriu, Salso et al. 2006)

En 1990 estudios realizados por Jacoby y cols en cepas de £.co/i portadoras de
BLEE obtienen que los carbapenemas son los antibiéticos mas activos frente a
estas cepas (Jacoby and Carreras 1990) .

Winokur y cols en 1998 obtienen que un 0,6% de las cepas estudiadas fueron
resistentes a imipenem en £.co/i productores de BLEE como parte del proyecto
SENTRY (Winokur, Canton et al. 2001)

Otro estudio realizado en Corea en 307 £.col/i aislados de orina y sangre no

encuentran ninguna cepa resistente a imipenem. (Ko, Suh et al. 2007)

6. Resistencias asociadas

En relacién a la resistencia asociada con Gentamicina, en nuestro estudio el

18% de las cepas productoras de BLEE fueron resistentes a gentamicina, lo cual es
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inferior al obtenido por otros autores.

Herndndez y cols en un estudio multicéntrico realizado en Espafia en 170
aislados de E.coli en 2000 obtienen un 34% de cepas resistentes a gentamicina
(Herndndez, Martinez-Martinez et al. 2005)

Morosini y cols en 285 cepas de enterobacterias (172 cepas de E.col)
productores de BLEE recolectadas entre 1989-2003, obtienen unas tasas de
resistencias de un 27,4%. (Morosini, Garcia-Castillo et al. 2006)

Winokur y cols en 1998 obtienen los siguientes porcentajes de resistencia en
aislados de £.co/i productores de BLEE como parte del proyecto SENTRY frente a
gentamicina: Canadd un 15,7%, Europa 25,7, América latina un 57,8%, USA un
21,1% y en Asia un 75,9. (Winokur, Canton et al. 2001)

En un estudio realizado en Italia en 1999, en aislados de enterobacterias
productoras de BLEE, de pacientes hospitalizados obtuvieron un 56% de cepas
resistentes a gentamicina (Spanu, Luzzaro et al. 2002)

Wiener y cols en 15 aislados de £.co/i de pacientes de asilos obtienen un 100%
de cepas resistentes (Wiener, Quinn et al. 1999).

En relacién a la resistencia a fluoroquinolonas nosotros hemos encontrado un
82,6 % de cepas resistentes a ciprofloxacino.

Herndndez y cols en un estudio multicéntrico realizado en Espafia en 2000,
tanto en pacientes hospitalizados como extrahospitalarios, obtienen que el 62,5%
de las cepas de Ecoli productoras de BLEE presentaban resistencia a
ciprofloxacino. (Herndndez, Martinez-Martinez et al. 2005).

Otros autores han obtenido tasas de un 62,5% de resistencia en aislados de
pacientes comunitarios frente a fluoroquinolonas y un 41,6% en pacientes
hospitalarios. (Valverde, Coque et al. 2004).

Spanu y cols en Italia obtienen tasas de un 58% de resistencia a ciprofloxacino
en un estudio multicéntrico realizado en pacientes hospitalizados (Spanu, Luzzaro
et al. 2002).

Toluny cols en un estudio realizado en 2001 en 258 cepas de £.coli procedentes
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de orina de pacientes comunitarios obtienen que un 5,1% de las cepas resistentes a
ciprofloxacino son productoras de BLEE, por el contrario ninguna cepa sensible a
ciprofloxacino fue portadora de BLEE (Tolun, Kucukbasmaci et al. 2004)

Wiener y cols en 15 aislados de £.co/i de pacientes de asilos obtienen un 41% de
cepas resistentes (Wiener, Quinn et al. 1999).

Morosini y cols en 285 cepas de enterobacterias (172 cepas de E.col)
productores de BLEE recolectadas entre 1989-2003, obtienen unas tasas de
resistencias a ciprofloxacino de un 37,2%. Entre los aislamientos productores de
CTX-M-9 el 52,45% de las cepas fueron resistentes a ciprofloxacino. En el caso de
las BLEE tipo SHV fue el 26,1%, en el caso de las BLEE tipo TEM el 28,9%
(Morosini, Garcia-Castillo et al. 2006)

De Cueto y cols, obtienen un 67,8% de cepas resistentes en un estudio
realizado sobre 290 E£.co/i. (de Cueto, Herndndez et al. 2006)

En relacién a los porcentajes de resistencia obtenidos en funcion del tipo de
BLEE se obtienen los siguientes resultados: para CMI >2 pg/ml 84%, 100% y 74%
para TEM, SHV y CTX-M respectivamente, la resistencia no fue significativamente
mayor en ningun tipo de BLEE.

Otro estudio realizado en Corea en 307 E.coli aislados de orina y sangre
encuentran un 30,3% de cepas resistentes. (Ko, Suh et al. 2007)

En cuanto al mecanismo de resistencia a quinolonas, en 1998 se describié una
cepa de K. pneumoniae con un pldsmido que contiene el gen qnrA (Martinez-
Martinez and Pascual 1998) implicado en resistencia de bajo nivel a quinolonas por
un mecanismo de proteccion de la diana. Este hallazgo ofrecié una nueva
explicacion a la corresistencia entre betalactdmicos y quinolonas en
enterobacterias. Desde entonces se han descrito cepas productoras de BLEE y
gnrA en mdltiples localizaciones geograficas.

El gen gnr B se descubrié también en K pneumoniae productora de CTX-M-15.
Nosotros hemos encontrado qnrB19 asociado a SHV-12 como ya ha sido descrito en

USA (Jacoby, Walsh et al. 2006) también en £.co/i'y en otras enterobacterias.
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Al evaluar la presencia de genes qnr en cepas productoras de BLEE
encontramos un 4,7% en Kuwait (Cattoir, Poirel et al. 2007), un 4,9% en Barcelona
(Lavilla, Gonzdlez-Lépez et al. 2008), siendo 14 gnr A y 1 gnr S ninguna cepas tenia
gnr B, solo 2 cepas eran E.coli. Dos E.coli de 27 productores de BLEE albergaban
gnr en Corea (Song, Lee et al. 2009).

Al estudiar la presencia de los genes qnr en aislados resistentes a quinolonas,
en China encuentran un 7,5% en E.coli de pacientes pedidtricos (Wang, Yang et al.
2008), en Shangai un 7,7% en E.coli resistente a ciprofloxacino procedente de
hospitales (Wang, Tran et al. 2003), en Brasil solo un aislado entre 144 (Pereira,
Andrade et al. 2007). En Francia encuentran un solo E.coli con gnr entre 297
resistentes a dcido nalidixico (Mammeri, Van De Loo et al. 2005).

La cepa 163 fue positiva para el gen gnr B que codifica la proteina gnr B19,
presento una CMI de 16 ug/ml de ciprofloxacino, como la resistencia a
fluoroquinolonas en enterobacterias es fundamentalmente debida a mutaciones en
las regiones del cromosoma QRDRs que median las dianas DNA girasa y
topoisomerasa IV, amplificamos y secuenciamos gyr Ay parC encontrando en gyr A
dos mutaciones, una en la posicion 83 que cambia Ser por Leu que ya ha sido
descrita (Lindgren 2003) y otra en la posicion 87 Asp por Asn. En parC
encontramos una mutacion en la posicion 80 Ser por Ile fambién descrita en £.coli
resistente a fluoroquinolonas. Doble mutacién en las posiciones 83 y 87 de gyr Ay
alteraciones en Ser80/Glu87 de parC son frecuentes en aislados de E.coli
resistentes a fluoroquinolonas (Chenia, Pillay et al. 2006)

En cuanto a Fosfomicina, el 5,7% de las cepas productoras de BLEE fueron
resistentes a este antibiético en nuestro estudio.

De Cueto y cols, obtienen un 0,3% de cepas resistentes en un estudio realizado
sobre 290 £.coli'y concluyen que fosfomicina mantiene su actividad frente a cepas
productoras de BLEE y no presenta resistencia cruzada con otros grupos de
antimicrobianos. (de Cueto, Herndndez et al. 2006)

Otro estudio realizado en Corea en 307 E.coli aislados de orina y sangre
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encuentran que todos los aislados fueron sensibles excepto uno. (Ko, Suh et al.
2007)

En cuanto a Nitrofurantoina, el 14,8% % de las cepas productoras de BLEE
fueron resistentes a este antibiético en nuestro estudio.

Estudios realizados en Canadd y USA obtienen tasa de resistencia de un 1,1 %
en 1142 aislados de £.colien ITUs procedentes de la comunidad. (Zhanel, Hisanaga
et al. 2006)

En Francia, obtienen resultados similares ya que un 1,8% de aislados E£.co/i de
orina fueron resistentes a Nitrofurantoina en 2005. (Honderlick, Cahen et al.
2006)

Sin embargo, otros autores encuentran tasas de un 28,7% de cepas resistentes
entre E.coliproductores de BLEE. (Puerto, Ferndndez et al. 2006)

En hospitales de América latina se han descrito tasa de un 13% (Gales, Sader
et al. 2002) y en Italia de un 20%. (Fadda, Nicoletti et al. 2005)

En cuanto a SXT obtuvimos un 58% de cepas productoras de BLEE resistentes
a cotrimoxazol.

Wiener y cols en 15 aislados de £.co/i de pacientes de asilos obtienen un 96% de
cepas resistentes (Wiener, Quinn et al. 1999).

Winokur y cols en 1998 obtienen los siguientes porcentajes de resistencia en
aislados de £.co/i productores de BLEE como parte del proyecto SENTRY frente a
SXT: Canadd un 5,9%, Europa 8,9, América latina un 19,7%, USA un 6% y en Asia
un 26,4%.

Morosini y cols en 285 cepas de enterobacterias (172 cepas de E£.col)
productores de BLEE recolectadas entre 1989-2003, obtienen unas tasas de
resistencias de un 52,3%. (Morosini, Garcia-Castillo et al. 2006)

Valverde y cols obtienen un 50% de cepas resistentes en 2003 (Valverde, Coque
et al. 2004)

Herndndez y cols en un estudio multicéntrico realizado en Espafia en 170

aislados de E.co/i en 2000 obtienen un 75% de cepas resistentes a cotrimoxazol
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(Herndndez, Martinez-Martinez et al. 2005)

De Cueto y cols, obtienen un 675% de cepas resistentes en un estudio
realizado sobre 290 E£.co/i. (de Cueto, Herndndez et al. 2006)

Otro estudio realizado en Corea en 307 E.coli aislados de orina y sangre
encuentran un 43.0% de cepas resistentes. (Ko, Suh et al. 2007)

Ninguna cepa presento resistencia a tigeciclina, un 05% presentaron
sensibilidad intermedia.

En un estudio realizado en 285 aislados de enterobacterias de pacientes
hospitalizados y de la comunidad obtienen un 97,5% de cepas sensibles a
tigeciclina. (Garau 2008)

Hope y cols, en 417 aislados de £.co/i un 99% de las cepas fueron sensibles a
tigeciclina. (Hope, Warner et al. 2006) (Morosini, Garcia-Castillo et al. 2006)

Comparacion de las resistencias con un grupo control

En el grupo control de nuestro trabajo obtuvimos los siguientes porcentajes de
resistencia en cepas no productoras de BLEE: Fosfomicina 3.7%, SXT 39.1%,
Nitrofurantoina 2.1% y Ciprofloxacino 29.6%. Cuando comparamos estos
porcentajes con los £.coli aislados de orina de un estudio espafiol (Andréu, Alos et
al. 2005) (Fosfomicina 2.1%, SXT 33.9%, Nitrofurantoina 5.7% y Ciprofloxacino
22.8%) y un estudio europeo (Kahlmeter 2003) (Fosfomicina 0.5%, SXT 25.7%,
Nitrofurantoina 4.2% y Ciprofloxacino 14.7%) encontramos que nhosotros tenemos
en conjunto algo mas elevados nuestros porcentajes de resistencia excepto para
Nitrofurantoina, posiblemente porque nuestros aislados incluyen cepas del
hospital, pero las diferencias no son significativas. El porcentaje de resistencia
obtenido para SXT y ciprofloxacino las desaconseja como terapia empirica.

La relacién entre produccion de BLEE y resistencia a antibidticos de otras
familias esta ampliamente recogida (Paterson and Bonomo 2005). En nuestro
estudio hemos obtenido una relacién estadisticamente significativa entre
produccién de BLEE y resistencia a todos los antibiéticos estudiados excepto a

fosfomicina. También obtienen una diferencia estadisticamente significativa para
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ciprofloxacino y gentamicina Alhambra y cols. (Alhambra, Cuadros et al. 2004)
Otros trabajos (Baquero, Cercenado et al. 2006) (Schwaber, Navon-Venezia et
al. 2005) que comparan directamente las tasas de resistencia de cepas que
producen y no producen BLEE, confirman la idea que las cepas productoras son mds
resistentes a diversos grupos de antimicrobianos. Por ejemplo, en el estudio
SMART de Espaiia (Baquero, Cercenado et al. 2006) frente a ciprofloxacino son
resistentes un 60,5% de los £.coli productores de BLEE y un 20,4% de los no
productores de BLEE, en nuestro trabajo la diferencia es entre el 82,6% y el

29,6%, aun mds evidente, aunque igualmente significativa.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Conclusiones

La prevalencia de E.col/i productores de BLEE entre los aislados de urocultivos
en nuestro laboratorio durante 2005 fue del 3,7%, equivalente al publicado por
otros autores en nuestra drea geogrdfica.

La aplicacion de los puntos de corte del CLSI califico erréneamente como
sensibles a cefotaxima el 48% de las cepas y a ceftazidima el 53%. Si tomamos
como punto de corte una CMI > 2ug/ml el porcentaje se reduce a 6% y 15%
respectivamente. Es necesario mantener la alarma de BLEE en una CMI > 2
Hg/ml y determinar simultdneamente ambas cefalosporinas. La utilizacién de
aztreonam y cefepima no proporciona mejores resultados, ya que aplicando los
puntos de corte del CLSI un 51% y un 77 % de las cepas serian calificadas
erréneamente utilizando estos antibidticos respectivamente.

Con independencia del valor de CMI para cefotaxima y ceftazidima todos los
aislamientos mostraron un halo de inhibicion ampliado en la prueba de sinergia
de doble disco, colocado a 20mm, siguiendo las indicaciones de Jarlier y cols.

El confirmatorio de produccion de BLEE, segtn el CLST, fue positivo en el 100%
de los casos para cefotaxima/clavuldnico, mientras que para
ceftazidima/clavuldnico lo fue en el 62,4%. Por tanto, aconsejamos incluir
cefotaxima-clavuldnico en los paneles de determinacién de sensibilidad. Otra
alternativa seria incluir aztreonam-clavulanico.

El andlisis de los fenotipos de resistencia a betalactdmicos, debido a las
asociaciones con betalactamasas de amplio espectro, entre diferentes tipos de
BLEE y con otros mecanismos, es de una gran complejidad y no permite inferir
el tipo de BLEE implicado.

La BLEE del tipo CTX-M fue la mds prevalente, 48%, de las cuales 52%
pertenecian al grupo CTX-M grupo 9, el mds prevalente en nuestro pais. Se
secuenciaron seis cepas de esta familia que han resultado ser CTX-M-14 en

cinco casos y en un caso CTX-M-9, las dos representan el 91% de las BLEE de
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7)

8)

9)

este tipo aisladas en diferentes regiones de Espafia.

Las BLEE del tipo CTX-M pertenecientes a otras familias, analizadas, han
resultado ser CTX-M-15 y CTX-M-1. Asociadas a TEM, incluso siendo TEM-1,
dieron las CMIs mas elevadas de cefotaxima y ceftazidima.

Las cepas productoras de BLEE tipo TEM, 25%, mostraron un amplio rango de
CMIs de cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y cefepima, lo que indica gran
variedad en sus perfiles hidroliticos. Hay diferencias notables en el nivel de
resistencia a estos antibioticos.

El tipo SHV, 13%, hidroliza preferentemente ceftazidima y aztreonam, cuando
se asocia con TEM la resistencia es del 100%. Cefotaxima y cefepima se

afectan muy poco y las CMIs tienen la moda en 2 y 0,5 pg/ml respectivamente.

10) Al comparar las resistencias obtenidas en nhuestros £.coli productores de BLEE

con las del grupo control, no productores, hemos encontrado un aumento
significativo en la resistencia a gentamicina, ciprofloxacino, Nitrofurantoina y
SXT, no lo ha sido a fosfomicina. Es decir, las cepas productoras de BLEE son
mds resistentes a otras familias de antimicrobianos. El mads llamativo es la

resistencia a ciprofloxacino que paso del 82,6% al 29,6%.

11) La prevalencia de resistencia a ciprofloxacino mediada por los genes g¢nr es

muy baja en nuestra poblacién. La cepa positiva produce gnr B-19 y SHV-12
presenta mutaciones en los genes gyrA 'y parcC, responsables de su nivel de

resistencia.

12) La mayoria de nuestros pacientes procedian de la comunidad. La media de edad

fue de 68,5 afios, con un rango de 31-106 afios. Un 65% de los pacientes fueron
mujeres. Es en el rango de los 80-90 afios donde se encuentra el mayor
porcentaje de mujeres y hombres procedentes de la comunidad. El aislamiento
en el ambiente hospitalario de estas cepas ya no esta confinado a los servicios
cldsicos como la UCI sino que pueden aparecer en cualquier servicio del

hospital.

13) La diversidad genética entre las cepas productoras de BLEE fue muy elevada
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no encontrdndose evidencia de diseminacion clonal.

14) Fosfomicina y Nitrofurantoina son opciones para el tratamiento de las cistitis
no complicadas en la comunidad. Imipenem y ertapenem son muy activos pero
deben reservarse para las ITUs complicadas. Tigeciclina que es muy activa

frente a cepas productoras de BLEE, su actividad en ITU debe ser evaluada.
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Addendum

1)

2)

3)

4)

5)

Hasta el momento de este trabajo han salido las siguientes publicaciones:
Extended-Spectrum beta-lactamase (ESBL) £.co/i Producers: An Therapeutic
Problem in Urinary Tract Infections in Hospitalized and non-hospitalized
Patients. ICCAC 2006

In vitro activity of Tigecycline and antimicrobial agents against extended-
spectrum beta-lactamase (ESBL) £.co/i producers. ECCMID Munich- 2006
Revisando el pasado : actividad in vitro de Fosfomicina y Nitrofurantoina y
otros 17 antimicrobianos frente a 192 cepas E£. co/i, aislados de urocultivo
productores de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) SEIMC 2007
Study of Fluoroquinolone Resistance Mechanisms among Extended -Spectrum
betalactamase (ESBL) - Producing E. coli Urinary Isolates in Madrid, Spain.
ECCMID Finlandia-2009

Escherichia  coli productores de BLEE tipo SHV: resistencias asociadas.

SEIMC Sevilla- 2009
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